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1 Einleitung 
1.1 Das pulmonale Surfactant-System 
Als Surfactant (surface-active-agent)-Film bezeichnet man eine Mixtur aus Phospholi-
piden und Proteinen, die den Alveolarraum der menschlichen Lunge auskleidet [Hamm 
et al., 1992]. Er ist unentbehrlich für die alveoläre Ventilation und den Gasaustausch 
bei physiologischen transthorakalen Druckverhältnissen, denn an einer reinen Luft-
Wasser-Grenzfläche in den Alveolen würde aufgrund der hohen Oberflächenspannung 
von Wasser (~ 70 mN/m) die Tendenz zum Alveolarkollaps bestehen. Tatsächlich je-
doch ist die Oberflächenspannung in den Alveolen gesunder Menschen mindestens 
zehnmal niedriger, als es für eine rein wässrige Oberfläche theoretisch zu erwarten 
wäre. Dies ist auf die Existenz des Surfactantfilms an der Grenzfläche, mit dadurch 
bedingter Reduktion der Oberflächenspannung, zurückzuführen. Der Surfactantfilm 
verhindert so den Kollaps der Alveolen in der endexspiratorischen Stellung der Atmung 
und trägt zu deren Stabilität und einer physiologischen Atmung bei.  
 
1.2 Der morphologische Aufbau des alveolären 
Kompartments 
Die Alveolen sind als Ort des Gasaustausches luftgefüllte Räume, die durch dünne 
Interalveolarsepten voneinander getrennt werden. Man schätzt ihre Gesamtzahl in bei-
den Lungen auf ca. 300 Millionen. Die Oberflächen werden von Alveolarepithel be-
deckt, welches sich aus Alveolarepithelzellen Typ I und Typ II zusammensetzt [Crapo 
et al., 1983]. Die Alveolarzellen Typ I bedecken mit ihrem langstreckigen Aufbau den 
größten Teil der Alveole und bilden die Blut-Luft-Schranke. Die kubischen 
Alveolarzellen Typ II (AEC II), die den größeren Anteil der Alveolarepithelzellen ein-
nehmen, bilden die verschiedenen Surfactantbestandteile und sind durch Neusynthese 
und Recycling einzelner Bestandteile am Metabolismus des Surfactant beteiligt. Daher 
besitzen sie neben dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) viele Mitochondrien, Gol-
gi-Vesikel und Ribosomen als Zeichen eines aktiven Metabolismus. In Lamellarkörper-
chen (lamellar bodies, Lysosomen-ähnliche Strukturen) werden die verschiedenen Be-
standteile des Surfactant gespeichert [Crapo et al., 1983; Young et al., 1985].  
In den Alveolen finden sich weiterhin aus dem Blut eingewanderte Alveolarmakropha-
gen, deren Aufgabe die Phagozytose eingeatmeter Staubpartikel, Allergene und Mik-
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roorganismen ist. Im subepithelialen Bindegewebe bilden Fibroblasten elastische und 
Kollagenfasern als Grundsubstanz des Interstitiums.  
 
1.3 Die Zusammensetzung des pulmonalen Surfactants 
Das pulmonale Surfactant besteht zu etwa 90 % aus Lipiden und zu etwa 10 % aus 
Proteinen [Cystal et al., 1991; Harwood, 1987a]. Wiederum 90 % der Lipide werden 
von Phospholipiden (PL) eingenommen, die restlichen 10 % stellen Neutrallipide dar. 
Der Proteinanteil wird zur Hälfte von den Surfactant-spezifischen Proteinen ausgefüllt, 
die nach der Nomenklatur von Possmayer als SP-A, SP-B, SP-C und SP-D bezeichnet 
werden [Possmayer, 1988], Plasmaproteine wie Albumin, Lysozym und Immunglobuli-
ne bilden die andere Hälfte (s. Abb. 1). 
Abbildung 1: Die Zusammensetzung des pulmonalen Surfactants 
 
1.3.1 Lipide 
Etwa 85 - 90 % des Surfactant besteht aus Lipiden. Die Neutrallipide (hier vor allem 
Cholesterol) stellen mit 10 % nur einen kleinen Teil dar, der größte Anteil von etwa 
90 % wird von Phospholipiden dominiert. Die charakteristische Struktur der 
amphiphilen PL ist der Glycerol-Grundkörper, mit einer polaren Kopfgruppe und zwei 
hydrophoben Kohlenwasserstoffschwänzen, den Fettsäuren. Etwa 80 % der Fettsäu-
ren liegen gesättigt vor, den größten Anteil nimmt Palmitinsäure ein. 
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Den größten Anteil der PL stellt Phosphatidylcholin (PC; etwa 80 %) dar, das etwa zur 
Hälfte mit zwei gesättigten Fettsäureestern in dipalmitoylierter Form als Dipalmitoyl-
phosphatidylcholin (DPPC) vorliegt und damit die dominierende Substanz der PL bildet 
[Crystal et al., 1991; Harwood, 1987b]. Die Gruppe der PL wird komplettiert durch 
Phosphatidylglycerol (PG), das etwa einen Anteil von 10 % am Gesamt-
Phospholipidgehalt einnimmt, sowie Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylinositol 
(PI) mit je etwa 2 - 4 % sowie Phosphatidylserin und Sphingomyelin (jeweils weniger 
als 2 %) [Harwood, 1987a]. 
Die Hauptaufgabe der PL ist die Sicherung der biophysikalischen Stabilität. Die wäh-
rend der Atmung notwendige repetitive Dehnung und Stauchung des Phospholipidfilms 
wird durch die Anwesenheit von verschiedenen Surfactantproteinen stabilisiert. Diese 
werden im Folgenden näher erläutert.  
 
1.3.2 Proteine 
Etwa 10 - 15 % des Surfactants bilden Proteine. Plasmaproteine wie Albumin und Im-
munglobuline machen etwa 50 % des Proteinanteils aus, die vier spezifischen Surfac-
tantproteine (SP)-A, -B, -C und -D stellen die andere Hälfte. SP-A und SP-D sind hyd-
rophile Proteine, SP-B und SP-C sind sehr hydrophobe Proteine. SP-A repräsentiert 
den größten Anteil mit etwa 3 - 4 % der Surfactantmasse, SP-B und SP-C zusammen 
etwa 2 % [Beers et al., 1992], für SP-D wird eine Konzentration von 0,1 % im gesamten 
Surfactantpool angegeben [Persson et al., 1989]. 
 
1.3.2.1 Surfactantprotein A 
Humanes SP-A wird in den alveolären Typ-II-Zellen sowie in den Clarazellen syntheti-
siert [Auten et al., 1990] und liegt in den zwei Isoformen SP-A1 und SP-A2 vor, welche 
durch die entsprechenden Gene SFTPA1 (MIM 178630) und SFTPA2 (MIM 178642) 
auf Chromosom 10 kodiert werden [Fisher et al., 1987; Floros et al., 2009]. In den ko-
dierenden Regionen entsprechen sich die Gene zu > 98 %, in den nicht-kodierenden 
Regionen zu > 90 %. Die beiden maturen Proteine unterscheiden sich nur in vier Ami-
nosäuren [Wang et al., 2009].  
Das primäre Translationsprodukt besteht aus 248 Aminosäuren [White et al., 1985] und 
besitzt eine relative Molmasse von 29 - 31 kDa [Phelps et al., 1986]. Dieses Proprotein 
durchläuft einige posttranslationale Modifizierungen und weist anschließend eine relati-
ve Molmasse von 28 - 36 kDa auf [Phelps et al., 1986; Whitsett et al., 1985]; diese 
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Streuung ergibt sich durch die variabel ausgeprägte Glykosylierung. Es setzt sich aus 
18 Monomeren zusammen, wobei sich sechs Trimere zur charakteristischen Bouquet- 
oder Blumenstraußform zusammenlagern (s. Abb. 2). Hieraus ergibt sich eine moleku-
lare Masse von 650 kDa [Weis, Drickamer, 1994]. 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Anordnung mehrerer SP-A-Untereinheiten zu 
einem Hexamer [modifiziert nach Spissinger et al., 1991] 
 
SP-A kann in vier strukturelle Domänen gegliedert werden: Durch die aminoterminale 
Region ist das Monomer in der Lage, intermolekulare Disulfidbrücken auszubilden und 
ermöglicht so die Oligomerisierung der Monomere untereinander. Eine zentrale 
kollagenähnliche Domäne mit Triple-Helix-Struktur [King et al., 1989; Haagsman et al., 
1989] enthält 23 Gly-X-Y-Triplets, Y steht dabei am häufigsten für 4-Hydroxyprolin 
[Phelps, Floros, 1988b; Hawgood et al., 1985]. Auf eine hydrophobe „neck“-Region 
folgt das C-terminale Ende mit der Fähigkeit, Ca2+-abhängig Kohlenhydrate zu erken-
nen [Haagsman et al., 1990]. Dadurch wird die Bindung an PL, vor allem DPPC, aber 
auch Sphingomyelin und PC [Kuroki, Akino, 1991a; Kuroki, Akino, 1991c] ermöglicht. 
Weitere Untersuchungen zeigten, dass SP-A über einen spezifischen Rezeptor Ca2+-
abhängig an alveoläre Typ-II-Zellen binden kann, möglicherweise im Rahmen der Re-
gulation des Surfactant-Pools [Kuroki et al., 1988a; Wright et al., 1989], so kann es die 
Sekretion des Surfactants hemmen und die Wiederaufnahme von PL in die alveoläre 
Typ-II-Zelle fördern [Dobbs et al., 1987; Rice et al., 1987]. 
 
1.3.2.2 Surfactantprotein B 
Wie SP-A wird auch SP-B in den alveolären Typ-II-Zellen und in den Clarazellen (sek-
retorische Zellen der distalen Bronchioli) gebildet, die vollständige Prozessierung des 
Proteins zum maturen Protein findet jedoch ausschließlich in den alveolären Typ-II-
Zellen in den verschiedenen Organellen des sekretorischen Weges statt. Das 10 kb 
umfassende SFTPB-Gen ist auf Chromosom 2 lokalisiert [Pilot-Matias et al., 1989; 
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Vamvakopoulos et al., 1995]. Das Protein besitzt als primäres Translationsprodukt 
(Prepro-SP-B) eine Molekularmasse von 42 kDa bei einer Primärstruktur von 381 Ami-
nosäuren [Hawgood et al., 1987; Jacobs et al., 1987]. Diese Precursorform findet sich 
innerhalb der Zelle im endoplasmatischen Retikulum, im Golgi-Apparat und in 
Transportvesikeln. Durch die Abspaltung des Signalpeptids entsteht zunächst ein 
39 kDa schweres Protein, welches durch Glykosylierung am C-terminalen Ende weiter 
prozessiert wird und so wieder ein Molekulargewicht von 42 kDa erreicht. Erst nach 
mehreren proteolytischen Spaltungen am C- und N-terminalen Ende resultiert das voll-
ständig prozessierte, 8 kDa schwere und oberflächenaktive SP-B, welches innerhalb 
der Zelle ausschließlich in den multivesikulären und in den Lamellarkörperchen lokali-
siert ist [Voorhout et al., 1992; Brasch et al., 2003; Brasch et al., 2004].  
Innerhalb der Primärstruktur des vollständig prozessierten SP-B-Proteins aus 79 Ami-
nosäuren, aus denen ein Monomer aufgebaut ist, finden sich sieben Cysteine. Sechs 
dieser Cysteine bilden intramolekulare Disulfidbrücken, über das siebte Cystein, an 
Position 48 gelegen, wird mit einem zweiten Monomer eine intermolekulare 
Disulfidbrücke gebildet [Johansson et al., 1991] (s. Abb. 3).  
 
 
Abbildung 3: Struktur von SP-B [Johansson et al., 1994] 
 
Unter physiologischen Bedingungen liegt SP-B zu über 90 % als ein solches Dimer vor 
[Revak et al., 1991]. Das Dimer ist ein stark hydrophobes, basisches Protein mit einem 
Molekulargewicht von etwa 17 kDa, entsprechend dem doppelten Gewicht eines 
Monomers von ca. 8.5 kDa. 
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Die proteolytischen C- und N-terminalen Spaltungen vom Vorläuferprotein zum matu-
ren SP-B werden durch derzeit drei bekannte Proteasen – Napsin A, Pepsinogen C 
und Kathepsin H – katalysiert [Ueno et al., 2004; Gerson et al., 2008]. Auf die exakten 
Spaltstellen der Proteasen bei der Prozessierung des Proproteins wird im Folgenden 
näher eingegangen: 
Napsin A, eine Aspartatprotease, welche zuerst in der Niere beschrieben wurde, findet 
sich in der Lunge in den alveolären Typ-II-Zellen, den Clara-Zellen und auch in den 
Lysosomen der Alveolarmakrophagen sowie extrazellulär im Alveolarraum. In der Typ-
II-Zelle liegt diese im ER, im Golgi-Apparat, in den multivesikulären und in den Lamel-
larkörperchen vor. Napsin A ist verantwortlich für die N-terminale Spaltung zwischen 
Leu178 und Pro179 des humanen pro-SP-B-Proteins. Es verbleiben noch 22 Aminosäu-
ren am N-terminalen Ende des maturen SP-B und es entsteht ein 25 kDa Intermediat, 
welches in der Literatur auch oft als „C-pro-SP-B“ bezeichnet wird [Ueno et al., 2004]. 
Bezüglich einer Beteiligung von Napsin A an Spaltungen am C-terminalen Ende be-
steht Uneinigkeit [Brasch et al., 2003; Ueno et al., 2004].  
Pepsinogen C ist eine weitere Aspartatprotease, die sich in der Lunge, aber auch im 
Gastrointestinaltrakt, im Pankreas, im Genitaltrakt und in Neoplasien nachweisen lässt. 
In der Lunge findet sie sich ausschließlich in Typ-II-Zellen, nicht jedoch in Clara-Zellen. 
Sie scheint unter anderem für die folgenden zwei Spaltungen des C-pro-SP-B-
Intermediats zwischen Lys196 und Ser197 am aminoterminalen Ende des Proproteins 
sowie zwischen Met302 und Ser303 am carboxyterminalen Ende verantwortlich zu sein. 
Das hieraus entstehende 12 kDa Protein (zwischen Ser197 und Met302) enthält das ma-
ture SP-B-Peptid sowie einen kleinen, vier Aminosäuren umfassenden 
aminoterminalen und einen größeren carboxyterminalen Rest. Das Verbleiben des N-
terminalen Restes würde noch eine weitere Protease zum Spalten des maturen SP-B 
erfordern [Gerson et al., 2008]. 
Kathepsin H ist eine Cysteinprotease, welche in der Lunge ausschließlich in den multi-
vesikulären und in den Lamellarkörperchen der Typ-II-Zellen vorliegt. Dieser Protease 
werden drei wesentliche biologische Aufgaben zugeschrieben: Proenzymaktivierung, 
Antigenprozessierung und Geweberemodeling. Kathepsin H hat eine Endopeptidase-
Aktivität und findet sich in der alveolären Typ-II-Zelle in den Organellen des sekretori-
schen Weges [Brasch et al., 2002; Bühling et al., 2011]. Der ideale pH-Wert der 
Kathepsine liegt zwischen 5.5 und 6.8, wie er in den multivesikulären sowie in den La-
mellarkörperchen vorliegt [Brasch et al., 2002]. Kathepsin H ist an insgesamt vier 
Prozessierungsschritten am C-terminalen Ende des C-pro-SP-B-Intermediats beteiligt, 
wobei die letzte Spaltung zwischen Met279 und Asp280 erfolgt. Hieraus resultiert das am 
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Napsin A (178/179) 
C-terminalen Ende vollständig prozessierte mature SP-B. Zusätzlich wird auch am N-
terminalen Ende des 25 kDa C-pro-SP-B-Intermediats eine Beteiligung von Kathepsin 
H beschrieben (zwischen Ala187 und Arg188), die Spaltstelle liegt zwischen der von Nap-
sin A und der von Pepsinogen C [Ueno et al., 2004].  
 
Die Abbildung 4 stellt das Protein mit den beteiligten Proteasen und den entsprechen-
den Spaltstellen schematisch dar.  
 
 
 
 
 
 
      N                    C 
 
 
 
 
Abbildung 4: Spaltstellen der bei der Prozessierung des Surfactantprotein B beteiligten 
Enzyme Napsin A, Pepsinogen C und Kathepsin H [modifiziert nach Ueno et al., 2004] 
AS = Aminosäure 
 
Sobald eines dieser drei Enzyme reduziert vorliegt, sinkt die Produktion von maturem 
SP-B [Guttentag, 2008; Ueno et al., 2004; Gerson et al., 2008]. Bei Kathepsin H-knock-
out-Mäusen lassen sich reduzierte Spiegel an SP-B in der bronchoalveolären Lavage 
(BAL) sowie eine eingeschränkte Fähigkeit zur Reduktion der alveolären Oberflächen-
spannung zeigen [Bühling et al., 2011].  
Eine Übersicht über die Prozessierungsschritte und ihre Lokalisation in der Zelle ist in 
Abbildung 5 gezeigt. 
Kathepsin H (187/188) 
matures SP-B 
AS 201 - 279 
Pepsinogen C (196/197) 
Kathepsin H (349/350) 
Kathepsin H (377/378) 
Kathepsin H (316/317) 
Pepsinogen C (302/303) 
Kathepsin H (279/280) 
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Abbildung 5: Prozessierungsschritte von pro-SP-B zum maturen SP-B, welches als Dimer 
sezerniert wird [modifiziert nach Brasch et al., 2002] 
mvb = multivesicular bodies/multivesikuläre Körperchen 
 
1.3.2.3 Surfactantprotein C 
Das Surfactantprotein C wird als einziges der vier Surfactantproteine ausschließlich in 
den alveolären Typ-II-Zellen synthetisiert [Phelps, Floros, 1988a; Kalina et al., 1992]. 
Es sind zwei sehr ähnliche SFTPC-Gene auf Chromosom 8 lokalisiert [Glasser et al., 
1988b], die aus sechs Exons (I bis V kodierend, Exon VI wird nicht übersetzt) beste-
hen. Das primäre Translationsprodukt ist ein Transmembranprotein aus 197 Aminosäu-
ren mit einem Molekulargewicht von 21 kDa [Glasser et al., 1988a; Glasser et al., 
1988b; Fisher et al., 1989]. Dieses Proprotein ist mit der maturen SP-C-Region im 
Lipidlager von Membranen verankert, wobei das NH2-Ende zum Zytosol und der 
COOH-Rest zum Lumen gelegen ist. Während des Transports vom ER zu den Lamel-
larkörperchen ist SP-C weiterhin in Membranen verankert; die verschiedenen 
Prozessierungsschritte finden sequentiell an den extramembranösen Regionen statt 
[Wang et al., 2002].  
Durch vier Prozessierungsschritte über SP-C-Intermediate mit den Molekulargewichten 
von 16, 7 und 6 kDa entsteht schließlich das vollständig prozessierte 4,2 kDa schwere 
mature SP-C. Dabei erfolgen jeweils zwei Spaltungen am C-teminalen Ende mit der 
Entfernung von 136 Aminosäuren, anschließend zwei Spaltungen an der N-terminalen 
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Domäne mit Abtrennung von 23 Aminosäuren. An der Prozessierung des 21 kDa pro-
SP-C ist, wie schon bei SP-B, die lysosomale Cysteinprotease Kathepsin H beteiligt. 
Sie katalysiert die erste proteolytische Abspaltung am aminoterminalen Ende des pro-
SP-C-Intermediats und damit den dritten Schritt in der SP-C-Prozessierung [Brasch et 
al., 2002]. Die Proteasen, die für die ersten beiden Abspaltungen am C-Terminum so-
wie für den letzten N-terminalen Prozessierungsschritt des SP-C-Proteins verantwort-
lich sind, sind weitgehend unbekannt. Auf Fachkongressen wurden Forschungsergeb-
nisse präsentiert, die eine Beteiligung von Napsin A und Pepsinogen C nicht nur an der 
SP-B- sondern auch an der SP-C-Prozessierung vermuten lassen [Brasch et al., 2001; 
Kotorashvili et al., 2009]. 
Die posttranslationalen Modifikationen des Proteins beinhalten weiterhin die Kopplung 
von zwei Palmitinsäureresten über Thioesterverbindungen. Das mature SP-C besteht 
nach vollständiger Prozessierung aus 35 Aminosäuren (den Aminosäuren 24 - 58) und 
liegt dipalmitoyliert vor [Stults et al., 1991]. Dadurch gehört es zu den kleinsten und 
hydrophobesten natürlich vorkommenden Proteinen überhaupt. Es besteht aus einer 
Transmembrandomäne und einem 10 Aminosäuren umfassenden extramembranösen 
Rest und liegt als Monomer vor [Curstedt et al., 1990]. 
 
 
Abbildung 6: Prozessierungsschritte von pro-SP-C zum maturen Protein [Brasch et al., 
2002] 
lmvb = electron-light vesicles bzw. multivesicular bodies; dmvb = dense multivesicular bodies/ multivesiku-
läre Körperchen; cb = composite bodies; lb = lamellar bodies/Lamellarkörperchen 
 
1.3.2.4 Surfactantprotein D 
SP-D ist ein hydrophiles Glykoprotein, das in den Typ-II- und Clarazellen synthetisiert 
wird [Persson et al., 1989; Kuroki et al., 1991b; Madsen et al., 2000]; darüber hinaus 
wird es in vielen extrapulmonalen Organen wie Trachea, Herz, Niere, Gehirn, Pankre-
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as, Magen und Darm exprimiert [Madsen et al., 2000]. Das primäre Translationspro-
dukt besitzt ein Molekulargewicht von 39.3 - 42 kDa, die Sequenz des endgültigen Pro-
teins umfasst 355 Aminosäuren [Lu et al., 1992; Crouch et al., 1994a]. 
SP-D wird in vier strukturelle Regionen gegliedert: Am aminoterminalen Ende des Pro-
teins findet sich innerhalb von 25 Aminosäuren zweimal Cystein. Ein kollagenartiger 
Mittelteil umfasst 177 Aminosäuren mit 59 kontinuierlichen Gly-X-Y-Triplets. Auf eine 
kurze „neck“-Region folgt C-terminal der Kohlenhydrat-erkennende hydrophile Bereich 
mit 153 Aminosäuren [Rust et al., 1991; Persson et al., 1990; Lu et al., 1992]. Wie auch 
SP-A kann SP-D Ca2+-abhängig Kohlenhydrate binden. 
SP-D wird als Trimer sezerniert und durch Disulfidbrücken stabilisiert, physiologisch 
liegt es als Verknüpfung von vier Trimeren vor und erhält damit ein Molekulargewicht 
von 516 kDa [Crouch et al., 1994a; Crouch et al., 1994b]. 
Über einen längeren Zeitraum wurde eine Surfactant-spezifische Funktion des Proteins 
angezweifelt und ihm statt dessen eine ausgeprägte immunmodulierende Eigenschaft 
zugesprochen. Bei SP-D-knock-out Mäusen konnte jedoch eine Störung der Surfac-
tant-Homöostase, mit Akkumulation des Surfactant in den Alveolen, gezeigt werden 
[Korfhagen et al., 1998]. 
 
1.4 Der Metabolismus des pulmonalen Surfactants 
1.4.1 Synthese und Speicherung 
Die Synthese der Phospholipide und der Surfactantproteine findet im ER der alveolä-
ren Typ-II-Zellen der Lunge statt [Chevalier, Collet, 1972; Massaro, Massaro, 1972]. 
Von dort aus gelangen sie über den Golgi-Apparat in die multivesikulären Körperchen. 
Anschließend werden die reifen Surfactantbestandteile in den Lamellarkörperchen ge-
sammelt. Die Lamellarkörperchen oder lamellar bodies sind spezialisierte, Lysosom-
ähnliche Organellen und finden sich in alveolären Typ-II-Zellen, aber auch im extrazel-
lulären Alveolarraum. Dabei enthalten sie sowohl die verschiedenen Phospholipide als 
auch die Surfactant-spezifischen Proteine sowie Glycosaminoglykane und lysosomale 
Enzyme. 
 
1.4.2 Freisetzung und Wiederaufnahme 
Die Sekretion der Surfactantbestandteile aus den Typ–II–Zellen in die Alveolen erfolgt 
über Exozytose der Lamellarkörperchen. In Ruhe werden so pro Stunde ca. 10 % des 
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DPPC-Gehaltes aller Lamellarkörperchen in den Alveolarraum freigesetzt [Crystal et 
al., 1991]. Als wichtigster physiologischer Anreiz zur Surfactantsekretion gilt die me-
chanische Dehnung der alveolären Typ–II–Zellen durch tiefe Inspiration [Nicholas, 
Barr, 1983; Oyarzun et al., 1980]. Daneben sind auch verschiedene Mediatoren zur 
Steigerung der Surfactantfreisetzung fähig (Leukotriene, Prostaglandine [Gilfillan, 
Rooney, 1985; Rooney et al., 1988], -Sympathomimetika [Rooney, 1985; Ballard, 
1989]). SP-A selbst scheint ein konzentrationsabhängiger Inhibitor der 
Surfactantausschüttung im Sinne einer negativen Rückkopplung zu sein [Dobbs et al., 
1987; Kuroki et al., 1988b; Rice et al., 1987]. Einen besonderen Stellenwert haben 
Glukokortikoide: Ihre Fähigkeit zur Steigerung von Synthese und Sekretion aller Sur-
factantbestandteile wird als medikamentöse Therapie bei drohender Frühgeburt zur 
Vermeidung eines infant respiratory distress syndrom (IRDS) genutzt [Wright, Cle-
ments, 1987; Cosmi, Di Renzo, 1989].  
Der größte Teil der sezernierten Surfactantbestandteile bildet in dem Flüssigkeitsfilm 
auf der epithelialen Oberfläche des Alveolarraumes eine dreidimensionale, gitterartige 
Struktur aus, das so genannte tubuläre Myelin [Williams, 1977]. Es stellt den Vorläufer 
des eigentlichen Oberflächenfilmes dar. 
Um eine Akkumulation von Surfactantmaterial im alveolären Raum zu verhindern, wer-
den die einzelnen Bestandteile drei bisher bekannten Abbauwegen zugeführt: Die 
Wiederaufnahme in die Typ-II-Zelle (als Hauptanteil [Wright et al., 1986; Jacobs et al., 
1985a; Jacobs et al., 1985b; Magoon et al. 1983]), der Abbau in Alveolarmakrophagen 
und der Abtransport entlang der Atemwege (mukoziliare Clearance).  
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Abbildung 7: Alveole mit schematischer Darstellung des Surfactant-Stoffwechsels [modi-
fiziert nach Hawgood, Clements, 1990] 
1 = Speicherung von Surfactant in den Lamellarkörperchen; 2 = Exozytose von Surfactant in die wässrige 
Hypophase; 3 = tubuläres Myelin; 4 und 6 = verbrauchter Surfactant in der wässrigen Hypophase; 5 = 
Rückresorption von verbrauchtem Surfactant zum Recycling; 7 = Aufnahme von Surfactant von einer  
Makrophage  
 
1.5 Die Funktionen des pulmonalen Surfactants 
1.5.1 Reduzierung der Oberflächenspannung 
Das pulmonale Surfactant bedeckt als Lipoproteingemisch die alveoläre Luft-Wasser-
Grenzfläche und gewährleistet so die Reduzierung der Oberflächenspannung auf Wer-
te nahe 0 mN/m. Eine bedeutende Rolle spielen dabei die Phospholipide. Durch ihre 
amphiphilen Eigenschaften (die Phosphatgruppe als hydrophiler Kopfteil, die 
langkettigen Fettsäuren als hydrophober Schwanzteil) können sie membranöse Struk-
turen in Form von Monolayern an Luft-Wasser-Grenzflächen, wie man sie in den Lun-
genbläschen findet, ausbilden. Die für eine größtmögliche Reduktion der Oberflächen-
spannung optimalen biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften bietet Di-
palmitoylphosphatidylcholin. Der dichte DPPC-Film besitzt in Endexspiration, also in 
maximaler Kompression der Alveolen, eine hohe Stabilität; die Moleküle entweichen 
nicht aus dem Grenzflächenfilm. Dies gilt als Grundlage zum Erreichen einer niedrigen 
Oberflächenspannung. Die mit ungesättigten Fettsäuren veresterten 
Phosphatidylcholine zeigen dagegen eine erhöhte Mobilität. Wenn also während der 
Inspiration die Oberfläche der Alveolen zunimmt, wird der Surfactant-Film mit diesem 
„mobilen“ oberflächenaktiven Material gespeist (reentry), während bei der Exspiration 
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diese Phospholipide wieder herausgequetscht werden, dies wird als squeeze-out be-
zeichnet [Possmayer, 1990; Possmayer, 1991; Harwood, 1987a; Harwood, 1987b].  
Ein reiner Phospholipidfilm wäre ohne Beteiligung der Surfactantproteine nicht in der 
Lage, eine ausreichende biophysikalische Aktivität zu erreichen [Notter et al., 1987; 
Revak et al., 1988]. Vor allem die hydrophoben Surfactantproteine B und C beeinflus-
sen unter anderem über elektrostatische Wechselwirkungen die Funktionalität des 
Phopholipidfilms und verbessern so seine biophysikalischen Eigenschaften durch Er-
leichterung der Ausbreitung, Adsorption und Stabilität [Cochrane, Revak, 1991; Yu, 
Possmayer, 1992]. SP-B ist extrazellulär an der Anlagerung der PL in den sich deh-
nenden Surfactantfilm und der Formierung und Aufrechterhaltung des tubulären 
Myelins beteiligt [Whitsett, Weaver, 2002]. Der Ausfall dieses Surfactantproteins führt 
zum Verlust von biophysikalischer Aktivität und dadurch zu einer Verschlechterung der 
Oberflächenaktivität [Veldhuizen et al., 1993], weiterhin aber auch zu einer Verlangsa-
mung in der Ausbildung des Phospholipidmonolayers und damit zu einer verzögerten 
Reduktion der Oberflächenspannung [Tanaka et al., 1986]. SP-C dient als eine Art 
„Anker“ und interagiert Ca2+-abhängig zwischen dem Phospholipidmonolayer und der 
wässrigen Interphase [Bi et al., 2002; Pastrana et al., 1991].  
 
 
Abbildung 8: Interaktion der hydrophoben Surfactantproteine B und C mit den Phospho-
lipiden [Possmayer et al., 2001] 
 
 
Dieses komplexe Zusammenspiel verschiedener Bestandteile ist von entscheidender 
Bedeutung für die Stabilität der unterschiedlich großen Alveolen. Nur durch ein Absin-
ken der Oberflächenspannung vor allem in kleinen Alveolen kann deren endexspirato-
rischer Kollaps vermieden werden, was zu einer Umverteilung des Volumens zuguns-
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ten der großen Alveolen und damit zu einer aerodynamisch ungleichen und damit un-
günstigen Verteilung der Atemluft führen würde. 
 
1.5.2 Bedeutung für den Gasaustausch 
Für die wässrig ausgekleideten Alveolen gilt das Gesetz nach Laplace: p = 2/r 
(p: Druck, : Oberflächenspannung, r: Radius). Auf die Physiologie der Lunge übertra-
gen kann man herleiten, dass eine Erhöhung der alveolären Oberflächenspannung 
deren Kollaps vor allem in End-Exspirationsstellung, also bei kleiner werdendem Radi-
us, begünstigt. Dies würde zu einer Vergrößerung des Durchmessers größerer Alveo-
len führen, da nach Laplace der Radius r zunehmen muss, um p konstant zu halten. 
Damit lägen physiologisch ungünstige Verhältnisse vor, denn einige Lungenbläschen 
wären kollabiert, andere überbläht. 
Weiterhin trägt der Surfactantfilm entsprechend dem Laplace`schen Gesetz zur Dehn-
barkeit der Lunge bei (Compliance C = V Volumen/P Druck). Lägen nämlich zu Be-
ginn der Inspiration kollabierte Alveolen vor, müssten diese sich erst öffnen. Dies könn-
te nur durch einen erhöhten Inspirationsdruck erreicht werden. Störungen im Surfac-
tant-System, die also zu einer erhöhten Oberflächenspannung führen, tragen demzu-
folge nicht nur zu einem reduzierten Durchmesser bis hin zum Kollaps der Alveole bei 
Exspiration bei, sondern führen auch zu einer Abnahme der Compliance.  
 
1.5.3 Immunregulatorische Effekte 
Die gleichmäßige Auskleidung der Alveolenoberfläche mit Surfactant verhindert rein 
mechanisch schon die Adhäsion und Invasion pathogener Keime mit dem Epithel. Fer-
ner schützt es das empfindliche Epithel vor Sauerstoffradikalen durch die Neutralisati-
on von Radikalen und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und erleichtert durch seine 
viskösen Eigenschaften den mucoziliären Transport [Gehr et al., 2000]. Über verschie-
dene Mechanismen wirken die einzelnen Surfactantbestandteile weiterhin direkt bei der 
pulmonalen Immunabwehr mit: Dazu gehört die Unterstützung der unspezifischen Ab-
wehr, weiterhin eine Immummodulation der Lymphozyten und die Verstärkung der Ak-
tivität von Alveolarmakrophagen [Ahuja et al., 1996; Hamm et al., 1996]. Die wichtigste 
Rolle spielen hierbei SP-A und SP-D, die als antimikrobielle Peptide zur ungerichteten 
humoralen Infektabwehr der Lunge zählen. Sie regulieren Phagozytose, Chemotaxis 
und Lyse von Mikroorganismen und sind zur Opsonisierung fähig. Zusätzlich können 
beide Proteine bakterielle Toxine direkt binden und sie auf diesem Weg inaktivieren 
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[Hamm et al., 1996; Wright, 1997; Crouch, Wright, 2001]. Die PL, v. a. PC, PG und PI 
unterdrücken Proliferation, Immunglobulin-Produktion und Zytotoxizität von Lymphozy-
ten. Außerdem inhibieren sie die Endotoxin-stimulierte Zytokin-Freisetzung (Tumornek-
rosefaktor TNF, Interleukin-1, Interleukin-6) von Makrophagen [Ansfield et al., 1980; 
Catanzaro et al., 1988; Speer et al., 1991; Thomassen et al., 1992]. 
 
1.6 Die Idiopathische Pulmonale Fibrose als Form einer ILD 
Als interstitielle Lungenerkrankung (ILD) oder auch diffus parenchymatöse Lungener-
krankung (DPLD) wird eine Gruppe von über 100 verschiedenen Erkrankungen be-
zeichnet, die das Lungeninterstitium sowie die alveolo-kapilläre Membran betreffen. Sie 
können infolge von Systemerkrankungen (Kollagenosen, Vaskulitiden) auftreten, durch 
Medikamente (z. B. Bleomycin, Amiodaron) verursacht sein oder aufgrund einer Inhala-
tion von verschiedenen Noxen (Asbest, Allergene) entstehen. Bei vielen Patienten mit 
Lungenparenchymdestruktionen ist die Ursache jedoch unbekannt. Dazu zählt man vor 
allem die sogenannten Idiopathischen interstitiellen Pneumonien (IIP). Diese werden 
nach der Klassifikation der American Thoracic Society (ATS) und der European 
Respiratory Society (ERS) aus dem Jahr 2002 in sieben verschiedene Entitäten einge-
teilt: Neben der Idiopathischen Pulmonalen Fibrose (IPF) als der häufigsten Form sind 
dies noch die nicht-spezifische interstitielle Pneumonie mit den zwei Subtypen des zel-
lulären und des fibrosierenden Typs (NSIP), die Kryptogen organisierende Pneumonie 
(COP oder Bronchiolitis obliterans organisierende Pneumonie, BOOP), die Akute inter-
stitielle Pneumonie (AIP = früher auch Hamman-Rich-Syndrom), die respiratorische 
Bronchiolitis-ILD (RB-ILD), die Desquamative interstitielle Pneumonie (DIP) und die 
Lymphoide interstitielle Pneumonie (LIP) [American Thoracic Society/European 
Respiratory Society, 2002].  
Die IPF stellt insgesamt die größte Gruppe innerhalb der IIP dar und ist zusammen mit 
der fibrosierenden NSIP die zweithäufigste Form einer ILD überhaupt. Sie wird dabei 
von der Internationalen ATS/ERS-Konsensuskonferenz aus dem Jahr 2011 als eine 
chronische, progressiv verlaufende und fatale fibrosierende interstitielle Pneumonie 
unklarer Genese definiert, die ältere Erwachsene betrifft, auf die Lungen begrenzt und 
mit dem histologischen oder radiologischen Muster eines usual interstitial pneumonia 
(UIP) verknüpft ist. Um die Diagnose einer IPF stellen zu können, müssen bekannte 
Gründe für eine ILD ausgeschlossen werden. Die im Jahr 2000 von der 
Konsensuskonferenz definierten Haupt- sowie Nebenkriterien zur Diagnostik einer IPF 
sind 2011 aktualisiert worden.  
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Die Erkrankung kann in drei Krankheitsverläufen auftreten: Langsam progredient ver-
laufend (am häufigsten), als schneller progressiver Verlauf oder aber gekennzeichnet 
durch langstreckige stabile Phasen mit wiederholten akuten Exazerbationen [Kim et al., 
2006a; Ley et al., 2011]. Exazerbationen sind dabei definiert als rasche Zunahme der 
Symptome (von einigen Tagen bis zu wenigen Wochen), eine Verschlechterung der 
Lungenfunktion sowie zusätzliche radiologische Veränderungen wie Milchglasmuster 
und Konsolidationen ohne Hinweis auf Infekte, Embolien oder andere greifbare Ursa-
chen [Ley et al., 2011].  
Bei allen Patienten kommt es zu einer progredienten Zerstörung der alveolären Lun-
genstruktur und deren Ersatz durch fibrotisches Bindegewebe. Daraus resultieren eine 
Zunahme der alveolo-kapillären Diffusionsstrecke, ein Verlust an regelhaft ausgebilde-
ter Gasaustauschfläche sowie eine durch die Bindegewebsvermehrung hervorgerufene 
Reduzierung der Lungendehnbarkeit (Compliance). Klinisch beobachtet man initial eine 
Belastungsdyspnoe, die fortschreitet und später zu Ruhe- und Tachypnoe führt. Ty-
pisch ist auch ein trockener Reizhusten. Im fortgeschrittenen Stadium beobachtet man 
Zeichen der Hypoxie (Zyanose, Trommelschlegelfinder, Uhrglasnägel) sowie ein Cor 
pulmonale als Zeichen der rechtsseitigen kardialen Belastung. Auskultatorisch findet 
sich ein inspiratorisches Knisterrasseln (Sklerosiphonie) vor allem in den basalen Lun-
genabschnitten, welches am ehesten durch die Wiedereröffnung zuvor kollabierter Al-
veolen entsteht. 
Viele Patienten sind im Verlauf ihrer Erkrankung aufgrund der oft ausgeprägten       
Hypoxämie bei respiratorischer Partialinsuffizienz auf eine Sauerstoffsubstitution an-
gewiesen. Ein Fortschreiten der Erkrankung kann dadurch nicht vermieden werden.  
 
1.6.1 Diagnose einer IPF 
Von den ersten Symptomen bis zur endgültigen Diagnosestellung vergehen in der Re-
gel ein bis zwei Jahre, gelegentlich kann die IPF auch einige Jahre asymptomatisch 
bleiben [Ley et al., 2011]. Zu Beginn der Diagnostik stehen eine ausführliche Anamne-
se, die den Verdacht auf eine fibrosierende Lungenerkrankung mit bekannter Ätiologie 
erhärten kann, eine körperliche Untersuchung, eine Röntgen-Thoraxaufnahme in zwei 
Ebenen und eine Lungenfunktionsprüfung. Diese kann eine Restriktion mit Abnahme 
der totalen Lungenkapazität und Vitalkapazität bei normalem Tiffeneau-Quotienten als 
Zeichen der reduzierten Lungencompliance aufdecken. Durch Blutgasanalysen in Ru-
he und bei Belastung kann eine eventuell vorliegende Hypoxie (als Ausdruck einer 
gestörten Ventilation/Perfusionsverteilung) nachgewiesen werden. Die Messung des 
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Transferfaktors für CO gilt, aufgrund der bei der IPF vorliegenden verlängerten Diffusi-
onsstrecke, als sensitivster Parameter für den Nachweis einer gestörten Diffusionska-
pazität. Zum Ausschluss einer Autoimmunerkrankung mit pulmonaler Beteiligung (Kol-
lagenose, rheumatoide Arthritis) sollte zudem ein Autoantikörper-Screening erfolgen. 
Bei Patienten mit begründetem Verdacht auf das Vorliegen einer Idiopathischen inter-
stitiellen Pneumonie sollte eine hochauflösende Thorax-Computertomographie (High 
Resolution Computertomographie HR-CT) durchgeführt werden. Bei der IPF findet sich 
typischerweise ein als radiologisches UIP-Muster bezeichnetes Bild mit retikulärer 
Zeichnungsvermehrung sowie Honigwaben (Honeycombing) mit subpleuraler und ba-
saler Betonung, Traktionsbronchiektasen können zusätzlich zu finden sein. Gemäß 
dem aktuellen ATS/ERS-Statement sind folgende radiologische Befunde nicht mit ei-
nem UIP-Muster vereinbar: peribronchovaskuläre Betonung, Zysten, ausgeprägtes 
Milchglasmuster oder Konsolidationen [Raghu et al., 2011]. Als Differentialdiagnose bei 
einem radiologischen UIP-Muster muss an eine Lungenbeteiligung bei einer Kollage-
nose, vor allem der rheumatoiden Arthritis [Kim et al., 2009], an Asbestose [Copley et 
al., 2003] und die Exogen Allergische Alveolitis (EAA) [Shigemitsu, Azuma 2011] ge-
dacht werden. Prinzipiell wird empfohlen, die Diagnose im Rahmen einer interdiszipli-
nären Konferenz von Radiologen, Pathologen und Pneumologen zu stellen [Raghu et 
al., 2011]. 
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Abbildung 9: Diagnostisches Vorgehen bei Verdacht auf eine Idiopathische interstitielle 
Pneumonie [Günther et al., 2003, modifiziert nach Raghu et al., 2011] 
Lufu = Lungenfunktion; ILD = interstitielle Lungenerkrankung; HRCT = hochauflösende Computertomogra-
phie; IPF = Idiopathische Pulmonale Fibrose; DPLD = Diffus parenchymatöse Lungenerkrankung; TBBx = 
transbronchiale Biopsie; BAL = bronchoalveoläre Lavage; UIP = usual interstitial pneumonia; NSIP = nicht-
spezifische interstitielle Pneumonie; RB = respiratorische Bronchiolitis; DIP = Desquamative interstitielle 
Pneumonie; OP = organisierende Pneumonie; LIP = Lymphoide interstitielle Pneumonie; IIP = Idiopathi-
sche interstitielle Pneumonie 
 
Bei passender Anamnese und Klinik sowie einem typischen UIP-Muster im HR-CT 
kann die Diagnose einer IPF gestellt und auf weitere invasive Diagnostik verzichtet 
werden. Oft wird zur Diagnosesicherung jedoch noch eine bronchoskopische Untersu-
chung angeschlossen, vor allem zur Gewinnung einer BAL und zur Durchführung einer 
transbronchialen Biopsie zur weiterführenden Differenzierung zwischen einer IPF und 
einer anderen IIP. Die BAL bei IPF-Patienten weist in der Regel eine Vermehrung der 
neutrophilen Granulozyten auf, gelegentlich einhergehend mit einer leichten Eosinophi-
lie. Bei radiologisch nicht eindeutigem UIP-Muster wird eine pathologische Sicherung 
mittels Video-assistierter Thorakoskopie (VATS) angestrebt, in der der pathologische 
Nachweis eines UIP-Musters gefordert ist. Ein pathologisches UIP-Muster bedeutet 
dabei das Auftreten von Arealen mit normaler Lungenhistologie im Wechsel mit Area-
len dichter Fibrose mit Vernarbungen und Honigwaben. Typisch ist zudem das Auftre-
ten von Bereichen mit proliferierenden Fibroblasten, sogenannte Fibroblastenfoci 
[Enomoto et al., 2006; Raghu et al., 2011]. 
Pathologisch veränderte standardmäßig bestimmte Laborbefunde treten bei der IPF 
nicht auf.  
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1.6.2 Epidemiologie und Sozioökonomische Bedeutung 
Die Prävalenz und Inzidenz interstitieller Lungenerkrankungen wurde in einer populati-
onsbasierenden Studie in den USA im Jahr 2006 mit einer Prävalenz der IPF von 42,7 
pro 100 000 Einwohner angegeben (bei strengeren Einschlusskriterien 14 pro 
100 000), die Inzidenz mit 16,3 pro 100 000 (bzw. 6,8 pro 100 000) [Raghu et al., 
2006], wobei die Inzidenz in den letzten Jahren zugenommen hat und insgesamt mehr 
Männer als Frauen betroffen sind [Meltzer, Noble, 2008; Gribbin et al., 2006]. Europäi-
sche Untersuchungen von 2003 zeigten einen Anteil von 20 bis 30 % der IPF bei ILD 
[Schweisfurth et al., 2003] sowie eine Prävalenz von 16 - 18 pro 100 000 [Yi et al., 
2002]. Bei einer medianen Überlebenszeit von zwei bis fünf Jahren nach Diagnosestel-
lung [Meltzer, Noble, 2008] muss man also allein in Deutschland von bis zu 50 000 
Patienten, innerhalb der EU von 315 000 und weltweit von 5 Millionen Patienten aus-
gehen, die an einer interstitiellen Lungenerkrankung leiden [Meltzer, Noble, 2008; Gün-
ther et al., 2012]. Die Erkrankung tritt meist zwischen dem fünften und siebten Lebens-
jahrzehnt auf, das mittlere Alter bei Diagnosestellung liegt bei 66 Jahren. 
Als Risikofaktoren für die Entwicklung einer IPF gelten Rauchen sowie ein 
gastroösophagealer Reflux, als prognostisch günstig dagegen ein jüngeres Alter bei 
Diagnosestellung, weibliches Geschlecht sowie ein Nieraucherstatus [Ley et al., 2011; 
Antoniou et al., 2007]. Häufige und prognostisch ungünstige Komorbiditäten sind eine 
pulmonale Hypertonie sowie ein Emphysem (combined pulmonary fibrosis and 
emphysema CPFE), die häufigste Todesursache der Patienten ist in der Regel eine 
Progression der Lungenfibrose. Oft letal verlaufende Begleiterkrankungen sind die 
ischämische Herzerkrankung mit Herzversagen, Bronchialkarzinome, Infektionen und 
pulmonalarterielle Embolien [Ley et al., 2011]. Bronchialkarzinome treten bei bis zu 
38 % der Fälle auf, insbesondere bei rauchenden Patienten und sind typischerweise 
peripher und in den Unterlappen lokalisiert [Bouros et al., 2002]. 
 
1.7 Pathomechanistische Konzepte zur Entwicklung einer IPF 
Für einige Formen der ILD wird ein primär entzündlicher Trigger der Lungenfibrose 
angenommen. Dies gilt vor allem für die EAA und die Sarkoidose. Bei sicherer Aller-
genkarenz und/oder adäquater Therapie mit Steroiden und Immunsuppressiva ist eine 
Besserung oder sogar eine Restitutio ad integrum möglich.  
Auch für die IIP wurde lange Zeit ein primärer Entzündungsmechanismus als Auslöser 
angesehen. Diese Annahme basierte auf direkten (lymphozytäre oder neutrophile Al-
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veolitis, vermehrte Expression von Chemokinen und Zytokinen) und indirekten (me-
diastinale Lymphknotenvergrößerungen) Entzündungszeichen bei IPF- und NSIP-
Patienten [Strieter, 2005]. Die bei entzündlichen Erkrankungen typischerweise ange-
wandte Therapie aus Steroiden und Immunsuppressiva (Azathioprin oder Cyclophos-
phamid), die auch von der im Jahr 2000 abgehaltenen Konsensuskonferenz noch als 
Therapiekonzept für die IPF empfohlen wurde [American Thoracic Society, 2000], kann 
den Verlauf der Erkrankung jedoch nicht wesentlich beeinflussen [Selman et al., 2001; 
Gross, Hunninghake, 2001; Pardo, Selman, 2002]. Nicht zuletzt deshalb wurde ein 
entzündlich bedingter Mechanismus in Frage gestellt.  
 
1.7.1 Die epitheliale Apoptose und der ihr zugrunde liegende ER Stress 
als möglicher Auslöser einer IPF 
Aus zellbiologischer, molekularbiologischer und pathologischer Sicht geht man heute 
nicht mehr von einer primären Entzündung als Ursache der Fibrose aus, sondern von 
einer repetitiven Schädigung des Alveolarepithels und einer dadurch inflammatorisch 
allenfalls modulierten Fibrosierungsreaktion [Selman et al., 2001; Pardo, Selman, 
2002; Selman, Pardo, 2006]. Die Auslöser für die Schädigung des Alveolarepithels sind 
dabei vielfältig. Postuliert werden neben endogen, noch zu definierenden Faktoren, 
unter anderem Zigarettenrauchen, Mikroaspirationen aufgrund von gastroösophagea-
lem Reflux, Viruserkrankungen und inhalative chemische Noxen [Fahim et al., 2011]. 
Von großer Bedeutung ist die Beobachtung, dass bestimme familiäre Formen der IPF 
auf Mutationen der Surfactantproteine, lysosomaler Cargo-Proteine, Lipid-Transporter 
oder des Telomerasekomplexes zurückgeführt werden können [Wang et al., 2009; 
Weichert et al., 2011; Thomas et al., 2002; Mulugeta et al., 2005; Maitra et al., 2010]. 
Interessanterweise sind von diesen Mutationen fast ausnahmslos die alveolären Typ-II-
Zellen (AECII) betroffen, da zum Teil nur in diesen Zellen diese Proteine exprimiert und 
synthetisiert werden. Die Schädigungen der alveolären Epithelzellen führen dabei zur 
Apoptose, dem programmierten Zelltod aufgrund fehlgesteuerter Reparaturvorgänge. 
Diesem Vorgang, der Apoptose der AECII, wird heute eine entscheidende Rolle in der 
Entstehung und Aufrechterhaltung der IPF zugesprochen. Ein Argument für eine sol-
che Annahme ist die bereits bei der Erstbeschreibung des UIP-Musters gemachte Be-
obachtung einer massiven Apoptose (damals als Nekrose bezeichnet) des 
Alveolarepithels, die sich bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigen ließ. 
Verschiedene Studien bestätigten, dass die Apoptose von AECII dabei nicht nur in der 
Umgebung der Fibroblasten beobachtet werden kann [Uhal et al., 1998], sondern auch 
in Regionen mit beinahe normal wirkender alveolärer Struktur auftritt. Diese Verände-
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rungen zeigen sich zudem schon in einem frühen Stadium der Erkrankung. In 
Fibrosemodellen konnte außerdem durch Blockade der Apoptosewege das Ausmaß 
der Lungenfibrose reduziert werden [Wang et al., 2000; Korfei et al., 2008]. Die Schä-
digung der AECII als Bildungsort von Surfactant spielt also eine zentrale Rolle in der 
Pathophysiologie der Idiopathischen Pulmonalen Fibrose. 
Bei Patienten mit Mutationen der Gene der Surfactantproteine konnte ein Zusammen-
hang zwischen fehlerhaft prozessierten Proteinen mit intra- und/oder extrazellulärer 
Akkumulation, hieraus resultierendem ER Stress und nachfolgender Apoptose und der 
Entstehung einer Lungenfibrose gezeigt werden [Thomas et al., 2002; Mulugeta et al., 
2005]. Bei Patienten mit Leberzirrhose aufgrund eines α1-Antitrypsin-Mangels ist ER 
Stress und die hieraus resultierende Entwicklung der Organfibrose bereits bekannt 
[Lomas et al., 1992]. ER Stress gleich welchen Ursprungs führt dabei (als eine Art 
Schutzmechanismus) zur unfolded protein response (UPR), mit Hochregulation von 
ER-ständigen Chaperonen, zu einer Steigerung von Abbauvorgängen (Proteindegra-
dierung) und zu einer generellen Herunterregulation der Translation. Anhaltender ER 
Stress führt zur Apoptose, wie sich mittels Caspase-3-Aktivierung als späten 
apoptotischen Marker zeigen lässt [Weichert et al., 2011]. Hierdurch können die unkon-
trollierten Abläufe einer Nekrose verhindert werden. Nach aktuellem Kenntnisstand ist 
dabei die Apoptose der Epithelzellen ein Schlüsselmechanismus in der Ursache der 
Entwicklung einer Fibrose und nicht Folge der fibrotischen Umbauten [Sisson et al., 
2010].  
 
1.7.2 Die Rolle von oxidativem Stress 
Ein weiterer entscheidender Anteil am pathogenetischen Verständnis zur Entstehung 
einer IPF kommt oxidativem Stress zu. Für IPF-Patienten kann eine Erhöhung an ROS 
gezeigt werden, die in Alveolarmakrophagen und Fibroblasten gebildet werden. Sie 
bewirken eine Oxidation von Proteinen und Lipiden, wodurch zusätzlich ER Stress, mit 
der bereits beschriebenen Konsequenz der Apoptose, entstehen kann. Ebenso konnte 
gezeigt werden, dass Myofibroblasten vor allem Wasserstoffperoxid (H2O2) als Reakti-
on auf vermehrt vorliegendes TGF (transforming groth factor)-ß1 bilden können. Was-
serstoffperoxid kann, neben der Initiierung der Apoptose durch oxidierte Proteine und 
Lipide, selbst als parakrines Signal fungieren und dadurch einen Funktionsverlust der 
alveolären Epithelzellen bis hin zur Apoptose verursachen [Waghray et al., 2005]. Wei-
ter besteht im alveolären Kompartiment ein Mangel an Antioxidantien, insbesondere 
fehlt Glutathion [Cantin et al., 1987; MacNee, Rahman, 1995]. Physiologische Abläufe 
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in der Prozessierung von Proteinen verbrauchen reduziertes Glutathion, der oxidative 
Stress dagegen führt zu einem anhaltenden Glutathionverbrauch, wodurch es wiede-
rum zu Epithelschaden und Apoptose kommt. Auch oxidativer Stress selbst beeinflusst 
die Proteinfaltungen, so dass hier ein Circulus vitiosus entstehen kann [Behr et al., 
2009]. Unterstützt wird diese Idee von der IFIGENIA-Studie, die zeigen konnte, dass 
hohe Dosen von Antioxidantien (N-Acetylcystein) ein Fortschreiten der Erkrankung 
verlangsamen können [Demedts et al., 2005]. 
 
1.7.3 Die Rolle von Wachstumsfaktoren – Die gemeinsame Endstrecke 
fibrosierender Lungenerkrankungen 
Unabhängig vom ursprünglichen Triggermechanismus findet sich bei interstitiellen 
Lungenerkrankungen eine Aktivierung verschiedener Wachstumsfaktoren, darunter vor 
allem TGF-ß [Eickelberg, 2001]. TGF-ß fördert Fibroblastenchemotaxis, -proliferation 
und -differenzierung zu Myofibroblasten und steigert ihre Kollagensynthese [Border, 
Noble, 1994]. Bei IPF-Patienten findet sich eine vermehrte TGF-ß-Expression in räum-
licher Nähe zu akkumulierter extrazellulärer Matrix [Broekelmann et al., 1991] und eine 
experimentelle Blockade von TGF-β konnte die Kollagenablagerung in Bleomycin-
induzierter Lungenfibrose bei Mäusen reduzieren [Giri et al., 1993]. 
Das histologische Korrelat einer Organfibrose ist letztlich die vermehrte Ablagerung 
von extrazellulärer Matrix in Form von Kollagen. Bei interstitiellen Lungenerkrankungen 
findet nicht nur eine überschießende Synthese dieser Proteine statt, es scheint auch 
ein lokales Ungleichgewicht zwischen Matrixmetalloproteinasen (MMP; können extra-
zelluläre Matrix aufspalten) und ihren Inhibitoren (so genannte Tissue Inhibitors of 
Metalloproteinases TIMP) vorzuliegen. Die Kollagenase MMP-1 ist dabei für den Ab-
bau des interstitiellen Bindegewebes verantwortlich, während die TIMP diesen Abbau 
kontrolliert hemmen. Bei IPF-Patienten findet sich im Interstitium eine erhöhte Expres-
sion der TIMP, wo hingegen die Kollagenase MMP-1 kaum nachweisbar ist, so dass es 
zu einer vermehrten Bildung von Matrixproteinen kommt [Selman et al., 2000].  
 
1.7.4 Die Rolle des Surfactants bei interstitiellen Lungenerkrankungen 
Eine Reihe von Studien legen einen Zusammenhang zwischen Veränderungen in der 
Zusammensetzung oder Funktion des Surfactant und der Entwicklung einer ILD nahe. 
So konnten bei Patienten mit genetisch bedingten, also familiär gehäuft auftretenden, 
interstitiellen Lungenerkrankungen verschiedenste Veränderungen in der Zusammen-
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setzung des pulmonalen Surfactant gefunden werden. Bei Patienten mit Mutationen im 
SP-C Gen ließ sich eine Akkumulation des mutierten und fehlgefalteten Proteins im ER 
zeigen, mit nachfolgendem ER Stress und epithelialer Apoptose [Wang et al., 2003; 
Mulugeta et al., 2005]. Diese Patienten wiesen eine pulmonale Fibrosierung mit NSIP- 
oder IPF-typischem UIP-Muster auf. Auch SP-C-knock-out-Mäuse zeigten, möglicher-
weise aufgrund des Verlustes des Proteins, eine fortschreitende Lungenerkrankung, 
das histologische Bild ähnelte dabei dem bei Idiopathischen interstitiellen Pneumonien 
[Glasser et al., 2003], andere Untersuchungen zeigten bei diesen knock-out-Mäusen 
ER Stress [Lawson et al., 2011]. Bei Patienten mit Mutationen im SP-A-Gen ließen sich 
ebenfalls Akkumulationen der fehlgefalteten Proteine mit resultierendem ER Stress und 
Apoptose nachweisen [Wang et al., 2009]. Patienten mit Mutationen im Gen für ABCA 
(ATP binding cassette Subtyp A) 3, einem Lipidtransporter in der Membran der Lamel-
larkörperchen, weisen das Bild einer ILD mit inkomplett prozessierten hydrophoben 
Surfactantproteinen und abnorm kleinen Lamellarkörperchen auf [Brasch et al., 2006]. 
Bei Patienten mit einem Hermansky-Pudlak-Syndrom, einer lysosomalen Speicherer-
krankung mit abnormer Funktion der Lamellarkörperchen, die eine Lungenfibrose mit 
histologischem UIP-Muster entwickeln können, konnten in der BAL reduzierte Spiegel 
an PL sowie der hydrophoben Surfactantproteine, im Lungengewebe allerdings eine 
intrazelluläre Akkumulation von Lipiden und Surfactantproteinen beobachtet werden 
[Guttentag et al., 2005; Mahavadi et al., 2010].  
Frühere Untersuchungen konnten bereits aufdecken, dass bei Patienten mit IPF redu-
zierte Spiegel an PL in der BAL vorliegen [Honda et al., 1988], Zusammenhänge mit 
den Surfactantproteinen wurden allerdings erst 2001 mit Entdecken von Mutationen im 
Gen für SP-C gezeigt [Nogee et al., 2001; Thomas et al., 2002]. Alle diese Beobach-
tungen zeigen einen Zusammenhang zwischen einer veränderten Surfactant-
Zusammensetzung und der Pathogenese interstitieller Lungenerkrankungen. Daher 
kann auch bei Patienten mit sporadischen Formen einer IPF von Veränderungen in der 
Zusammensetzung des Surfactant ausgegangen werden.  
 
1.8 Die Therapie der Idiopathischen Pulmonalen Fibrose 
Die Behandlung der IPF befindet sich in einer Umbruchphase. Der Einsatz von Korti-
kosteroiden, eventuell in Kombination mit Immunsuppressiva (hier vor allem            
Azathioprin und Cyclophosphamid) über sechs Monate, wie er von der ATS/ERS Kon-
sensus-Konferenz noch 2000 empfohlen wurde [American Thoracic Society, 2000], 
führte nur in den seltensten Fällen zu einer Verbesserung des Krankheitsbildes. Ganz 
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im Gegenteil: Unter anderem beobachtete man neben den nicht unerheblichen Ne-
benwirkungen eine erhöhte Anfälligkeit für pulmonale Infekte. Studien zu dieser Thera-
pieform sind rar und konnten, den klinischen Beobachtungen entsprechend, keinen 
signifikanten Benefit zeigen [Johnson et al., 1989]. Entsprechend wird eine Behandlung 
mit Steroiden oder Immunsuppressiva gemäß den neuen Leitlinien auch nicht mehr 
empfohlen. 
Seit wenigen Monaten gibt es für Patienten mit Idiopathischer Pulmonaler Fibrose al-
lerdings eine neue Therapieoption: 
Das erste in Europa zugelassene Medikament zur Therapie der Idiopathischen Pulmo-
nalen Fibrose ist Pirfenidon (Esbriet®). Es inhibiert die Kollagensynthese, setzt die Pro-
duktion verschiedener Zytokine herab und blockiert die Fibroblastenproliferation und -
stimulation über Hemmung von TGF-β sowie TNF-α. Obgleich der genaue Wirkme-
chanismus unklar bleibt, stellt Pirfenidon sicherlich ein primär antifibrotisch wirksames 
Medikament dar. Zwei von insgesamt drei Studien zu diesem Medikament (eine japa-
nische Studie sowie die multizentrische Studie CAPACITY2) zeigten signifikante Ver-
besserungen der Vitalkapazität sowie der progressionsfreien Überlebenszeit, in der 
dritten Studie (CAPACITY1) konnte zum Endpunkt keine Signifikanz gezeigt werden. 
Gepoolt zeigten beide CAPACITY Studien jedoch signifikante Verbesserungen der 
forcierten Vitalkapazität und im 6-Minuten-Gehtest. Pirfenidon scheint also ein neues 
und potentes antifibrotisches Medikament bei Patienten mit IPF zu sein, auch wenn die 
Krankheit an sich nicht aufgehalten werden kann [Taniguchi et al., 2010; Azuma, 2010; 
Noble et al., 2011; Gomer, Lupher, 2010]. Seit September 2011 ist Pirfenidon in 
Deutschland zur Behandlung von Erwachsenen mit leichter bis mittelschwerer IPF zu-
gelassen. 
Eine zusätzliche Behandlung mit N-Acetylcystein (NAC) zusätzlich zu Kortikosteroiden 
und Azathioprin zeigte einen positiven Effekt bei der IPF: In der multizentrischen, ran-
domisierten, plazebokontrollierten, doppelblinden IFIGENIA-Studie wurde der Effekt 
einer oralen Verabreichung von 3 x 600 mg NAC täglich zusätzlich zur Basistherapie 
mit Prednison und Azathioprin untersucht. Es zeigte sich für die untersuchten Parame-
ter Vitalkapazität und CO-Diffusionskapazität unter NAC-Therapie ein signifikant gerin-
gerer Abfall als in der Plazebogruppe unter alleiniger Prednison- und Azathioprin-
Therapie [Demedts et al., 2005]. Allerdings musste vor kurzem eine randomisierte, 
kontrollierte Studie des US IPFnet wegen Übersterblichkeit im Steroid/Azathioprin/N-
Acetylcystein-Arm abgebrochen werden (PANTHER-IPF-Studie). Weitere Analysen 
hierzu stehen noch aus. 
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Eine Studie an einer kleinen Patientenpopulation zum Nutzen von inhalativem NAC 
ohne weitere Therapie konnte keinen Benefit zeigen [Bando et al., 2010].  
Studien mit Interferon-γ-1b (Interferon mit antiviralen, antiproliferativen und 
immunmodulatorischen Funktionen) bei Patienten mit IPF konnten nicht überzeugen. 
Ziesche et al. zeigten zwar eine signifikante Steigerung der totalen Lungenkapazität 
sowie des Sauerstoffpartialdruckes bei Patienten mit ergänzender Behandlung mit In-
terferon-γ-1b, Raghu et al. beobachten jedoch keine signifikanten Verbesserungen bei 
den primären Endpunkten progressionsfreies Überleben, Lungenfunktionsprüfung, 
Gasaustausch oder Lebensqualität [Ziesche et al., 1999; Raghu et al., 2004]. Auch die 
groß angelegte INSPIRE-Studie mit über 800 Patienten zeigte keinerlei Vorteile einer 
subkutanen Gabe von Interferon-γ-1b auf den Verlauf der Erkrankung im Vergleich zu 
Placebo [King et al., 2009].  
Eine aktuelle Studie mit BIBF 1120, einem dreifachen Tyrosinkinase-Inhibitor gegen 
VEGF (vascular endothelial growth factor), PDGF (platelet-derived growth factor) sowie 
FGF (fibroblast growth factor) zeigt ersten Analysen zufolge einen reduzierten Abfall 
der Vitalkapazität, weniger Exazerbationen und eine höhere Lebensqualität im Ver-
gleich zu Placebo [Richeldi et al., 2011]. 
Bei progredient verlaufender IPF stellt die Transplantation die letzte Therapieoption 
dar, ist jedoch nur selten realisierbar und im Vergleich zu Transplantationen anderer 
solider Organe mit einer deutlich schlechteren Langzeitprognose verbunden. 
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1.9 Fragestellung 
Da aufgrund früherer Studien eine Veränderung der Phospholipidfraktion des alveolä-
ren Surfactant-Systems bei Patienten mit sporadischer IPF nachgewiesen werden 
konnte und da familiäre Formen der IPF einen Zusammenhang zwischen Mutationen 
einiger Surfactantproteine und dem Pathomechanismus der IPF offenbarten, war es 
nun Ziel dieser Studie, den intrazellulären Surfactant-Metabolismus und die Prozessie-
rung der hydrophoben Surfactantproteine SP-B und SP-C bei Patienten mit sporadi-
schen IIP zu charakterisieren. 
In der vorliegenden Arbeit wurde daher mit Hilfe molekularbiologischer und protein-
chemischer Methoden versucht, mögliche Störungen der Surfactantsynthese und         
-prozessierung aufzudecken. 
Folgende einzelne Fragestellungen standen im Mittelpunkt: 
 
1. Lassen sich bei Patienten mit sporadischer Idiopathischer Pulmonaler Fibrose 
Veränderungen der intrazellulären Surfactant-Zusammensetzung nachweisen? 
2. Sind hier auch die Surfactantproteine betroffen? Sind diese auf Transkriptebene 
oder auch auf Proteinebene nachweisbar? 
3. Lassen sich diese Veränderungen auch bei Patienten mit nicht-spezifischer 
interstitieller Pneumonie und Chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) 
nachweisen? 
4. Wie sind die lysosomalen Proteasen Napsin A und Kathepsin H in der IPF 
exprimiert? 
5. Wie sind Gehalt und Zusammensetzung der Phospholipide im Lungengewebe 
von Patienten mit IPF? 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Labortechnische Geräte 
 Homogenator Ultra-Turrax    IKA, Staufen, Deutschland 
 Photometer Uvikon 922     Kontron, Eching, 
Deutschland 
 Gelscanner (AlphaEase®FC Imaging System)  FluorChemTM IS 8900  
software, U. 3.2.3., San 
Leandro, CA, USA 
 Gelträger für Agarosegel     Von Keutz Labortechnik, 
Reiskirchen, Deutschland 
 Elektrophoresekammer     Von Keutz Labortechnik, 
D-Reiskirchen 
 Zentrifugen: Tischzentrifuge bis 2 ml   Eppendorf, Hamburg,  
Deutschland 
   Varifuge 3.OR    Heraeus Sepatech,  
Osterode 
 GeneAmp PCR System 2400    AB Applied Biosystems,  
Foster City, USA 
 UV-Transilluminator     Biometra, Göttingen,  
        Deutschland 
 Reaktionsgefäße: Safe-Lock-Tubes   Eppendorf, D-Hamburg 
    Polypropylen-Tubes   Falcon, Meylan Cedex,  
        Frankreich 
 Semi-Dry-Blotting-Apparatur    BioRad, München,  
Deutschland 
 Thermocycler (Modell: GeneAmp PCR System 2400) AB Applied Biosystems,  
Foster City, USA 
 TLC-Linomat IV-Applikator     CAMAG, Muttenz, Schweiz 
 Laufkammer       CAMAG, Muttenz, Schweiz 
 Thin Layer Chromatographie-Scanner    CAMAG, Muttenz, Schweiz 
 Mikrotiterplatten      Greiner Bio-One,  
        Frickenhausen, Deutschland 
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 Mikrotiterplatten Reader (Spectrafluor Plus)  Tecan, Crailsheim, Deutsch 
        land 
 Thermoblock      VLM Labtec, Bielefeld, 
Deutschland 
 
2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
 Acrylamid/Bis-Acrylamid Lsg. (37,5:1)    Carl Roth, Karlsruhe,  
[„Rotiphorese® Gel 30“]     Deutschland  
 Agarose       Carl Roth, D-Karlsruhe 
 Amersham HyperfilmTM ECL    GE Healthcare, München 
 Ammoniumperoxodisulfat (APS)    Carl Roth, D-Karlsruhe 
 Ammoniumheptamolybdat    Merck, Darmstadt,  
Deutschland 
 Ascorbinsäure      Carl Roth, D-Karlsruhe 
 Bromphenolblau      Merck, D-Darmstadt 
 BSA (Rinder-Serum-Albumin)    Carl Roth, D-Karlsruhe 
 Butylhydroxytoluol     Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland 
 Chloroform      Merck, D-Darmstadt 
 Coomassie Brillant Blue R-250    Serva, Heidelberg,  
Deutschland 
 Deoxycholsäure, Natriumsalz    Fluka (Sigma Aldrich),  
München, Deutschland 
 dNTP-Mix (dATP, dGTP, dCTP und dTTP)  Finnzymes, Espoo, Finnland 
 Dünnschichtplatten (HPTLC-Fertigplatten   Merck, D-Darmstadt 
Kieselgel 60, 20 × 10 cm, Best.Nr. 5641) 
 ECL Plus Western Blotting Detection System  GE Healthcare, Freiburg,  
Deutschland 
 EDTA       Merck, D-Darmstadt 
 Eisessig (Essigsäure)     Merck, D-Darmstadt 
 Ethanol       Carl Roth, D-Karlsruhe 
 Ethidiumbromid      Serva, D-Heidelberg 
 E-64-Protease-Inhibitor     AnaSpec, San Jose, CA,  
        USA 
 Filterpapiere (GB005-Whatman-Papier)   Whatman (GE Healthcare), 
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        Freiburg, Deutschland 
 Glycerin       Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland 
 Glycin       Carl Roth, D-Karlsruhe 
 HotStarTaq® -DNA Polymerase    Qiagen, Hilden, Deutschland 
 Schwefelsäure (konz.) [H2SO4 ]    Merck, D-Darmstadt 
 Hyperfilm™ ECL      GE Healthcare, Freiburg,  
Deutschland 
 Kaliumdihydrogenphosphat    Carl Roth, D-Karlsruhe 
 -Mercaptoethanol     Fluka (Sigma-Aldrich),  
D-München 
 Methanol       Carl Roth, D-Karlsruhe 
 MGAS-1 (Qxl520-KKTSVLMAAPQ-Lys- HiLyte Fluor 488)- 
Fluoreszenz-markiertes Peptid    AnaSpec, San Jose, CA,  
        USA 
 Milchpulver      Fluka (Sigma-Aldrich),  
D-München 
 Molmarker für DNA, „SmartLadder“   Eurogentec, Köln,  
Deutschland 
 MoO3 (Molybdäntrioxid)     Merck, D-Darmstadt 
 Molybdän (Mo) -Pulver     Sigma-Aldrich, München,  
Deutschland 
 Natriumacetat      Merck, D-Darmstadt 
 Na2EDTA       Carl Roth, D-Karlsruhe 
 NaCl       Fluka (Sigma-Aldrich),  
D-München 
 Oligo-dT-Primer       AB Applied Biosystems,  
Foster City, USA 
 Perchlorsäure      Merck, D-Darmstadt 
 PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)   Serva, Heidelberg, Deutsch-
land 
 2-Propanol (Isopropanol)     Sigma-Aldrich, München,  
Deutschland 
 Proteinmarker-Leiter, prestained    Invitrogen (Life Technolo 
        gies), D-Darmstadt 
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 PVDF-Membran (Amersham HybondTM-P)  GE Healthcare, Freiburg, 
Deutschland 
 Random Hexamers     AB Applied Biosystems, 
        Foster City, USA 
 RNase-Inhibitor (20 Units/µl)    AB Applied Biosystems,  
Foster City, USA 
 RNAse freies H2O      Qiagen, Hilden, Deutschland 
 RNAzolTMB      WAK-Chemie, Steinbach 
 Saccharose      Carl Roth, D-Karlsruhe 
 SDS (Natriumdodecylsulfat)    Carl Roth, D-Karlsruhe 
 N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Fluka (Sigma-Aldrich),  
D-München 
 Triton X-100      Sigma Aldrich, D- München 
 TRIS [Tris(hydroxymethyl)-aminomethan]  Carl Roth, D-Karlsruhe 
 Tween 20       Sigma-Aldrich, D-München 
 
 
2.1.3 Antikörper 
Primärantikörper: 
 Anti-human ß-Aktin (rabbit polyclonal)   Abcam (ab8227) 
 Anti-human Kathepsin H (mouse monoclonal)  Abcam (ab7432) 
 Anti-rabbit Na+, K+-ATPase (mouse monoclonal) Millipore (upstate),  05-382 
 Anti-human Napsin A (goat polyclonal)   Abcam (ab9868) 
 Anti-sheep matures SP-B (rabbit polyclonal)  Millipore (Chemicon), ab  
3780 
 Anti-human matures SP-C (rabbit polyclonal)  Nycomed, ehemals Altana 
 Anti-human pro-SP-B (rabbit polyclonal)  Millipore (Chemicon), ab  
        3430 
 Anti-human pro-SP-C (rabbit polyclonal)  Millipore (Chemicon), ab  
        3786 
 Anti-human SP-A (mouse monoclonal)   Dako Japan, (Clone PE-10) 
 Anti-human TTF-1 (rabbit polyclonal)   Millipore (upstate),  07-601 
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Sekundärantikörper: 
 Polyclonal Swine Anti-Rabbit-IgG, HRP-Konjugat Dako, Glostrup, Denmark 
 Polyclonal Rabbit Anti-Goat-IgG, HRP-Konjugat Dako, Glostrup, Denmark 
 Polyclonal Rabbit Anti-Mouse-IgG, HRP-Konjugat Dako, Glostrup, Denmark 
 
 
2.1.4 Oligonukleotide (Primer für RT-PCR) 
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion, Martinsried, Deutschland synthe-
tisiert.  
 
hsABCA3-Forward   5´- CTT CAT CAT GCC CTC CTA TTG G - 3´ 
hsABCA3-Reverse   5´- TGA TGT ATG CCC GTC CAC TG - 3´ 
 
hsß-Aktin-Forward   5´- ACC CTG AAG TAC CCC ATC G - 3´ 
hs-Aktin-Reverse   5´- CAG CCT GGA TAG CAA CGT AC - 3´ 
 
hsCC10-Forward    5´- TCC GCT TCT GCA GAG ATC TG - 3´ 
hsCC10-Reverse    5´- GTG TCC ACC AGC TTC TTC AG - 3´ 
 
hsCCTα-Forward   5´- TAC GTG GAT GAG GTG GTG AG - 3´ 
hsCCTα-Reverse   5´- TCA ACC CTC TCC TGC AAG TG - 3´ 
 
hsCD36-Forward   5´- GTG CAA AAT CCA CAG GAA GTG - 3´ 
hsCD36-Reverse   5´- ACA GCC AGA TTG AGA ACT GTG - 3´ 
 
hsKathepsin H-Forward   5´- CCA TCG CAA CCG GAA AGA TG - 3´ 
hsKathepsin H-Reverse  5´- ACA TCA TGA AGT CCT GAG TCA C - 3´ 
 
hsNa
+
, K
+
-ATPase-ß1-Forward  5´- AGC CCA GAG GGA TGA CAT G - 3´ 
hsNa
+
, K
+
-ATPase-ß1-Reverse   5´- TCC TTA TCT TCA TCT CGC TTG C - 3´ 
 
hsNapsin A-Forward   5´- TCA CCT TCG TGC CAG TCA C - 3´ 
hsNapsin A-Reverse    5´- TCG AAG ACG GCC ACA TAC G - 3´ 
 
hsSP-A-Forward   5´- ATC TAG ATG AGG AGC TCC AAG C - 3´ 
hsSP-A-Reverse   5´- CCT CAG TCA GGC CTA CAT AGG - 3´ 
 
hsSP-B-Forward   5´- AAG TGC TTG ACG ACT ACT TCC - 3´ 
hsSP-B-Reverse   5´- GCT TGG ATC CGC TTG ATC AG - 3´ 
 
hsSP-C-Forward   5´- CTC ATC GTC GTG GTG ATT GTG - 3´ 
hsSP-C-Reverse    5´- CTG CAG AGA GCA TTC CAT CTG - 3´ 
 
hsSP-D-Forward   5´- CCA CAG AAC AAT GCC CAG TG - 3´ 
hsSP-D-Reverse   5´- TTG CCC TGA GGT CCT ATG TTC - 3´ 
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2.1.5 Phospholipide 
Alle Phospholipide wurden von der Firma Sigma Aldrich, München, Deutschland bezo-
gen. 
 Phosphatidylcholin (PC) Di-Arachidoyl (Di-20:0) 
 Phosphatidylcholin (PC) Di-Palmitoyl (Di-16:0)  
 Phosphatidylglycerol (PG)   
 Phosphatidylserin (PS)    
 Phosphatidylinositol (PI)   
 Phosphatidylethanolamin (PE)   
 Lysophosphatidylcholin (LPC)   
 Sphingomyelin (SPH)    
 Cardiolipin (CL)    
 
2.1.6 Verwendete Kits 
 Omniscript®-RT-Kit (Qiagen, Hilden) 
o 10 × Puffer RT 
o dNTP Mix (je 5 mM der Nukleotide) 
o Reverse Transkriptase 
 Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermofisher Scientific, Rockford, USA) 
o BCA-Arbeitslösung: Mischung aus Reagenz A und Reagenz B des Kits 
im Verhältnis 50:1 
 ECL™ (Enhanced Chemiluminescence) Plus Western Blotting System-Kits (Amer-
sham, GE Healthcare) 
o Färbelösung „ECLTM Western Blotting Reagents“: Lösung A und B, Mi-
schung aus Reagenz A und Reagenz B des Kits im Verhältnis 40:1 
 
2.1.7 Lungengewebe 
Für die hier vorgenommenen Analysen standen uns explantierte Lungen von IPF 
(IPFLTX)-, NSIP (fibrosierender Subtyp; NSIPLTX)- und COPD-Patienten sowie nicht-
utilisierte Donor-Lappen oder -Lungen durch die Kooperation mit dem Klinikum der 
Stadt Wien (Thoraxchirurgie, Univ. Professor Dr. Walter Klepetko) zur Verfügung. Die 
dort im Rahmen einer Transplantation den Patienten explantierten Lungen wurden 
nach Spülung und Konservierung wie bei Spenderorganen schnellstmöglich auf Eis 
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nach Gießen transportiert. Die Diagnose einer IPF (UIP-typisches histologisches Mus-
ter), einer fibrosierenden NSIP oder einer COPD wurde nochmals in Gießen histopa-
thologisch bestätigt. Sofort nach Erhalt wurde das Gewebe nach einem definierten 
Schema in einzelne Lungenstücke geschnitten: Für die in dieser Arbeit durchgeführten 
biochemischen Analysen wurde ausschließlich peripheres Lungengewebe aus dem 
Unterlappen (Region C1, Abb. 10) verwendet.  
 
 
Abbildung 10: Schematische Darstellung der Lungenaufbereitung 
 
Zudem wurden auch nicht mehr genutzte Lungengewebeproben von Patienten mit IPF 
nach Abschluss der Erstdiagnostik mittels Video-assistierter Lungenbiopsie (IPFVATS) 
für diese Fragestellungen untersucht. 
Als gesunde Kontrollen dienten nicht-utilisierte Spenderlappen oder (selten) ganze 
Lungen, die histologisch keinen Anhalt für eine floride Lungenerkrankung boten und die 
aufgrund von Größeninkompatibilitäten zwischen Spender und Empfänger oder akuter 
Infektion der möglichen Empfänger nicht eingesetzt wurden. 
Alle hier durchgeführten biochemischen Untersuchungen am Menschen wurden durch 
entsprechende Voten der Ethikkommission der Justus-Liebig-Universität Gießen abge-
deckt (Nr. 31/93 „Weitergabe von OP-Präparaten“, Nr. 84/93 „Biochemische, pharma-
kologische und morphologische Studien an bronchoalveolären Lavagen“, Nr. 29/01 
„Restmengen von Blut- und Gewebeproben zu Forschungszwecken“, Nr. 111/08 „Eu-
ropäisches IPF-Register (eurIPFreg)“). 
Die demographischen und klinischen Daten der Patientenkollektive für die untersuch-
ten Lungenhomogenate sind in Tabelle 1 dargestellt.  
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Tabelle 1: Demografische und klinische Daten der Patientenkollektive (Lungengewebe/UGMLC-
Biobank) 
 
Sporadische 
IPFLTX (n=20) 
Sporadische 
IPFVATS (n=4) 
NSIPLTX 
(n=7) 
COPDLTX (n=9) 
 
Donorlungen 
(n=12) 
Durch-
schnittsalter 
(Jahre  SEM) 
55,2  2,9 62,3 ± 1,9 51,3  9,2 55,2  1,4 45,0  5,3 
Geschlecht 
(m/w) 
14/6 3/1 3/4 6/3 6/6 
FVC (Mittel-
wert  SEM) 
[% vom Soll] 
49,5  3,0 61,9 ± 8,6 n. v. 38,4  3,0 n. v. 
FEV1 (Mittel-
wert  SEM) 
[% vom Soll] 
54,6  3,3 68,0 ± 7,7 n. v. 17,0  1,2 n. v. 
Raucherstatus 
aktuell/ehe-
mals/nie 
0/11/9 0/3/1 n. v. 0/9/0 n. v. 
PY (Mittelwert 
 SEM) 
33,0  9,2 11,3 ± 6,5 n. v. 51,8  7,7 n. v. 
Histologie UIP-Muster UIP-Muster 
fibrotic NSIP-
Muster 
COPD 
Normal; mi-
nimale 
Inflammation 
IPF = Idiopathische Pulmonale Fibrose; NSIP = nicht-spezifische interstitielle Pneumonie, fibrosierender 
Subtyp; COPD = Chronisch obstruktive Lungenerkrankung; LTX = Lungentransplantat; VATS = Video-
assistierte Lungenbiopsie; FVC = forcierte Vitalkapazität; FEV1 = Einsekundenausatemkapazität; PY = 
pack years; UIP = usual interstitial pneumonia; SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n. v. = nicht ver-
fügbar 
 
 
2.1.8 Bronchoalveoläre Lavage 
Zur Gewinnung bronchoalveolärer Lavage wurde ein flexibles Fiberbronchoskop (Firma 
Olympus, Hamburg) nach Lokalanästhesie (Wirkstoff Oxybuprocainhydrochlorid) des 
Mund-Rachenraumes durch den Mund oder den endotracheal gelegenen 
Beatmungstubus eingeführt und eines der beiden Lingulasegmente oder der Mittellap-
pen dargestellt. In Okklusionsstellung (wedge position) wurde anschließend eine 
bronchoalveoläre Lavage (BAL) mit zehn 20 ml-Portionen steriler physiologischer 
Kochsalzlösung (NaCl 0,9 %) durchgeführt. Nach jeder Instillation wurde die Flüssigkeit 
durch schnelle Aspiration wieder entfernt, die Recovery (Materialgewinnung der Aus-
gangsmenge in %) ermittelt und bei +4 °C gepoolt. Die so erhaltene Lavageflüssigkeit 
wurde zur Abtrennung von Mukus durch sterile Gaze gefiltert und zur Entfernung zellu-
lärer Bestandteile bei 300 × g und +4 °C für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde 
unter sorgfältigem Rühren aliquotiert, mittels Flüssigstickstoff tiefgefroren und bis zur 
weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert. Teile der Lavageflüssigkeit wurden mit 
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0,01 % Butylhydroxytoluol als Antioxidans versetzt. Bei IPF-Patienten wurde die BAL 
im Rahmen klinischer Routinemaßnahmen durchgeführt und die Verwendung nicht 
mehr benötigter BAL-Reste für diesen wissenschaftlichen Zweck durch die Ethikkom-
mission zugelassen (Voten siehe oben). Für diese Arbeit standen zehn Lavagen von 
IPF-Patienten zur Verfügung. Als Kontrollgruppe dienten acht gesunde Probanden, bei 
denen die Bronchoskopie, Gewinnung und Verarbeitung der BAL in gleicher Weise, 
aber ausschließlich für wissenschaftliche Zwecke, durchgeführt wurde. Dies wurde 
ebenfalls von der zuständigen Ethikkommission genehmigt (Nr. 51/01 „Inhalative 
Heparinapplikation bei Lungengesunden“) und nach Erlangung des Einverständnisses 
der Probanden durchgeführt. 
Tabelle 2 zeigt die klinischen Daten der lavagierten Patienten und Freiwilligen. 
 
 
Tabelle 2: Demografische und klinische Daten der Patientenkollektive (BALF/UGMLC-Bio-bank) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IPF = Idiopathische Pulmonale Fibrose; FS = freiwilliger Spender; BALF = Bronchoalveoläre Lavageflüs-
sigkeit; FVC = forcierte Vitalkapazität; FEV1 = Einsekundenausatemkapazität; PY = pack years; UIP = 
usual interstitial pneumonia; SEM = Standardfehler des Mittelwertes; n. v. = nicht verfügbar 
 IPFBALF (n=10) FSBALF (n=8) 
Durchschnittsalter 
(Jahre  SEM) 64,7  2,5 24,8  1,3 
Geschlecht (m/w) 6/4 6/2 
FVC (Mittelwert  
SEM)  [% vom 
Soll]  
71,8 ± 7,7 103,3 ± 2,6 
FEV1 (Mittelwert  
SEM) [% vom Soll] 75,1 ± 6,0 106,7 ± 2,7 
Raucherstatus 
aktuell/ehe-
mals/nie 
1/3/6 0/0/8 
PY (Mittelwert  
SEM) 25,0 ± 17,5 0 
Histologie UIP-Muster n. v. 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Genexpressionsanalyse 
2.2.1.1 Isolierung von RNA 
Um eine Kontamination mit RNAsen weitestgehend auszuschließen, erfolgten alle Ar-
beiten mit RNAse-freien Pipettenspitzen und autoklavierten Cups.  
Zur Gewinnung von Gesamt-RNA aus pulmonalem Gewebe wurde 1 cm3 (1 - 2 g) 
schockgefrorenes Lungengewebe mit RNAzol-Lösung (2 ml pro 100 mg Gewebe) in 
einem 50 ml Falcon-Cup versetzt und sofort mit dem Homogenator (Ultra-Turrax) auf 
höchster Stufe zerkleinert. 
Auf dieses RNAzol-Homogenat wurde dann 10 % des Gesamtvolumens Chloroform 
gegeben und erneut gevortext. Die Probe erhielt eine milchig weiße Farbe. Nach einer 
20-minütigen Inkubationszeit auf Eis wurde das Gemisch 20 Minuten bei 5000 rpm und 
4 °C zentrifugiert. Dadurch erfolgte eine Phasentrennung: Die untere Phase wurde von 
der organischen, blauen Phenol-Chloroform-Phase gebildet, diese enthielt DNA und 
Proteine. Die obere wässrige Phase enthielt die zu isolierende Gesamt-RNA und wur-
de nun in ein neues Cup überführt. Zur Fällung der RNA fügte man das gleiche Volu-
men Isopropanol hinzu und inkubierte 1 h bei -20 °C. Eine erneute Zentrifugation er-
folgte bei 14 000 rpm und 4 °C für 15 Minuten. Der Überstand wurde mit der Pipette 
abgenommen und verworfen. Das so gewonnene Pellet wurde 2 × mit 500 µl - 1 ml 
80%igem Ethanol gewaschen und während der Waschprozedur in ein 1,5 ml Eppen-
dorf-Cup überführt. Erneut wurde bei 4 °C mit 14 000 rpm, diesmal 10 Minuten zentri-
fugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet bei Raumtemperatur 10 min 
getrocknet. Anschließend wurde es in einem geeigneten Volumen RNAse freien Was-
ser aufgenommen, resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbe-
wahrt. 
 
2.2.1.2 Bestimmung des RNA-Gehaltes 
Die Bestimmung der Gesamt-RNA-Konzentration erfolgte photometrisch. Dazu wurden 
1 µl RNA mit 99 µl RNAse freiem Wasser aufgefüllt und die Absorption bei 260 nm und 
280 nm bestimmt. Der Quotient aus der optischen Dichte bei 260 nm und 280 nm 
ergab den Reinheitsquotienten der RNA, ein Maß für die Verunreinigung mit Proteinen. 
Dieser Wert sollte zwischen 1,6 und 2 liegen. 
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Da bei einer optischen Dichte von 1 eine RNA-Konzentration von 40 ng/µl vorlag, ließ 
sich die RNA-Konzentration der einzelnen Cups über folgende Gleichung bestimmen: 
 RNA-Konzentration [ng/µl] = E260 × Verdünnung × 40 
Da hier eine einhundertfache Verdünnung angewandt wurde, lässt sich die Gleichung 
zu  
 RNA-Konzentration [µg/µl] = E260 × 4 
vereinfachen. 
 
2.2.1.3 Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 
Zur Gewinnung von cDNA wurde die mRNA mithilfe der Reversen Transkription umge-
schrieben. In jedem Cup wurden je 2 µg Gesamt-RNA vorgelegt und mit RNAse freiem 
Wasser auf 4 µl aufgefüllt. 
Für die reverse Transkription (2 µg-Ansatz in einem Volumen von 20 µl) wurde folgen-
des Protokoll angewandt: 
 
RNA (2 µg) in H2O      4 µl 
 10 × Puffer RT       2 µl 
 dNTP Mix       2 µl 
 Random Hexamers (50 µM, finale Konzentration 10 µM, 
 von Applied Biosystems)     4 µl  
 RNase-Inhibitor (20 Units/µl, Applied Biosystems)  0,5 µl 
 Omniscript Reverse Transkriptase    1 µl 
 RNAse freies H2O auf:       6,5 µl 
 
In manchen Fällen wurden anstelle der Random Hexamers sogenannte Oligo-dT-
Primer (50 µM, Applied Biosystems) verwendet. Für einen 20 µl-RT-Ansatz wurde 1 µl 
Oligo-dT-Primer (finale Konzentration 2,5 µM) eingesetzt. 
Nach dem Zusammenpipettieren wurde der RT-Ansatz gevortext, kurz abzentrifugiert 
(30 sek, 10 000 rpm) und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Anschlie-
ßend wurde der Ansatz für 65 min bei 37,3 °C in einem Thermocycler (Modell: 
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GeneAmp PCR System 2400, Applied Biosystems) inkubiert. Die nun gewonnene 
cDNA (in der Konz. 100 ng/µl) wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
 
2.2.1.4 Amplifikation von Nukleinsäuren durch Polymerase-Kettenreaktion 
(Semi-quantitative PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion ermöglicht die enzymatische Vermehrung bestimmter 
Nukleotidsequenzen in vitro [Saiki et al., 1988]. Bei hoher Spezifität ist eine schnelle 
und einfache Durchführung möglich. Außerdem können auch sehr geringe Mengen 
DNA einer Analyse zugänglich gemacht werden. 
 
Der PCR-Ansatz (25 µl) setzte sich folgendermaßen zusammen: 
 
 zu amplifizierende cDNA    2 µl (von cDNA-Konz. 100 ng/µl) 
 10 × PCR-Puffer    2,5 µl 
dNTP-Mix (10mM)    0,5 µl (finale Konz. 0,25 mM) 
 Sense-Primer (10 pmol/µl)   2 µl (finale Konz. 20 pmol) 
 Antisense-Primer (10 pmol/µl)   2 µl (finale Konz. 20 pmol) 
 HotStarTaq®-DNA Polymerase (Qiagen) 0,25 µl 
 H20 dest.     15,75 µl 
 
Die genspezifischen Primer wurden mit Hilfe der GeneFisher-Software 
(http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher/) abgeleitet und von der Firma 
metabion international AG (Martinsried) synthetisiert. 
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Die PCR wurde unter folgenden Reaktionsbedingungen durchgeführt: 
 
 Hot-Start    94 °C   20 Minuten 
 Denaturierung   94 °C   30 Sekunden 
 Primer-Annealing  Ta   30 Sekunden 
 Elongation   72 °C   1 Minute 
 Final Extension   72 °C   10 Minuten 
 
Die PCR-Reaktion bestand aus 30 Zyklen, beginnend mit Denaturierung, Primer-
Annealing (Anlagerung; bei Themperatur Ta) und schließlich Elongation. Nach Ab-
schluss der Final Extension endete die Reaktion durch Abkühlen auf 4 °C.  
Die so amplifizierte cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. 
Die Temperatur zur Primer-Anlagerung Ta berechnete sich aus der Schmelztemperatur 
Tm minus 5 °C. 
 
 Ta = Tm – 5 °C 
 Tm = 4 °C × (Anzahl G + C) + 2 °C × (Anzahl A + T) 
 
2.2.1.5 Analyse des PCR-Produktes durch DNA-Agarosegelelektrophorese 
Das amplifizierte DNA-Fragment wurde mit Hilfe eines 2%igen (w/v) Agarosegels ana-
lysiert. Dazu wurden 3 g Agarose abgewogen, mit 150 ml 1 × TAE-Puffer aufgegossen 
und in der Mikrowelle aufgeschmolzen. Nach kurzer Abkühlung wurde dem Gel 20 µl 
0,2 % (v/v) Ethidiumbromid-Lösung zugegeben und das Gel in einen Gelträger mit 
Kamm gegossen. Dieser wurde nach Erstarren des Gels entfernt und das Agarosegel 
in der Elektrophoresekammer mit 1 × TAE überschichtet.  
Zu den Proben wurden 6 µl Probenpuffer (RB) gegeben, gevortext, kurz abzentrifugiert 
und 10 µl auf das Agarosegel aufgetragen. Zur Größenabschätzung diente ein Mol-
marker („SmartLadder“, Eurogentec, Köln, Deutschland), von dem 5 µl aufgetragen 
wurden.  
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 50 × Tris-Acetat-EDTA (TAE)   242 g Tris 
       57,1 ml Eisessig (Essigsäure 99 %) 
       100 ml 0,5 M Na2EDTA pH 8 
       mit Aqua dest. auf 1 l auffüllen 
 
 1 × Tris-Acetat-EDTA (TAE)     20 mL 50 × TAE 
       mit Aqua dest. auf 1 l auffüllen 
 
 5 × Probenpuffer (5 × Running Buffer RB) 5 ml Glycerin 
       200 µl 50 × TAE 
       400 µl Bromphenolblau 
       4,4 ml Aqua dest.  
 
Die Lagerung des 5 × RB erfolgte bei -20 °C in 1 ml-Aliquots, das jeweils verwendete 
Cup wurde bei 4 °C im Kühlschrank aufbewahrt. 
 
Nach dem Auftragen der Proben in die Geltaschen erfolgte die Elektrophorese etwa 
eine Stunde bei einer angelegten Spannung von 10 V pro cm Gellänge. Anschließend 
konnten die DNA-Banden mittels UV-Transilluminator bei 302 nm analysiert werden.  
 
2.2.2 Analyse von Proteinen 
2.2.2.1 Herstellung von Proteinextrakten aus Lungengewebe  
(Lungenhomogenate) 
Um ein Proteinextrakt aus humanem Lungengewebe herzustellen, wurde 1 cm3 (1 – 2 
g) gefrorenes Lungengewebe mit einem Skalpell rasch in kleine Stücke zerschnitten 
und im Anschluss in flüssigem Stickstoff zu einem feinen Pulver gemörsert. Danach 
wurde das Pulver mit 3 - 5 ml Aufschlusspuffer pro Gramm Frischgewicht versetzt und 
für 1 - 2 h auf einem Eisbad inkubiert.  
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Aufschlusspuffer 50 mM Tris/HCl, pH 7.5 
   150 mM NaCl 
   1% (w/v) Triton X-100 
   0,5% (w/v) Deoxycholsäure-Natriumsalz 
   5 mM EDTA 
   1-2 mM PMSF (frisch dazusetzen von 100 mmol- 
Stammlösung) 
 
Der so erhaltene "Lungenrohextrakt" wurde dann durch eine zehnminütige 
Zentrifugation bei 13 000 rpm und 4 °C von den Zelltrümmern befreit. Das erhaltene 
klarzentrifugierte Lungenhomogenat wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C 
aufbewahrt. 
 
2.2.2.2 Quantitative Proteinbestimmung mit dem Pierce® BCA Protein  
Assay Kit 
Das Gesamtprotein wurde mit einem kommerziell erhältlichen Kit (Pierce® BCA Protein 
Assay Kit, Thermo Scientific) bestimmt, basierend auf der Reaktion von Cu+ mit 
Bicinchoninsäure. Die hierfür durchgeführte photometrische Proteinbestimmung bei 
E562 erfolgte im 96-well-Mikrotiterplatten-Maßstab. Es wurden jeweils Dreifachbestim-
mungen durchgeführt. Die zu messenden Lungenhomogenate wurden 1:10 mit H2O 
dest. verdünnt und hiervon je 10 µl in die Wells pipettiert. Es wurde eine Eichgerade 
durch Dreifachbestimmung von BSA (Rinder-Serum-Albumin)-Proben für den Mengen-
bereich von 1 bis 10 µg Protein (jeweils in 10 µl-Volumen) erstellt. Nach Zugabe von 
200 l BCA-Arbeitslösung (vom Kit) zu den Proteinlösungen (10 µl-Volumen) erfolgte 
eine 40-minütige Inkubation bei 37 °C (60 min bei Raumtemperatur) zur Farbentwick-
lung (violett), bevor die Extinktion bei 562 nm gegen eine gleich behandelte Referenz-
probe ohne Protein (Null-Wert = H2O oder entsprechender Lysis-Puffer) im 
Mikrotiterplatten-Reader gemessen wurde. 
 
Die Auftragung von E562 gegen lg (g) BSA sollte eine Gerade ergeben. Mit Hilfe der 
ermittelten Geradengleichung konnten anhand der jeweiligen Extinktion die Protein-
mengen bestimmt werden; dies erfolgte direkt durch die verwendete Software.  
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2.2.2.3 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese 
Proteindenaturierung und Probenvorbereitung für die SDS-PAGE 
Nach Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die Lungenhomogenate direkt mit 
einem 4  SDS-Probenpuffer (PP) versetzt (z. B. 90 µl Homogenat mit 30 µl 4  SDS-
PP). 
 
4  SDS-Probenpuffer (100ml)   25% (v/v) 0,625 M Tris/HCl, pH 6.8 
(nicht-reduzierend)    40 % (v/v) Glycerin 
     5 % (w/v) SDS 
0,002 % (w/v) Bromphenolblau (Spatelspitze) 
 
4 SDS-Probenpuffer    90% (v/v) 4  SDS-PB (siehe oben) 
(reduzierend)     10% (v/v) -Mercaptoethanol 
 
Reduzierender 4  SDS-Probenpuffer wurde grundsätzlich frisch hergestellt. 
 
Die mit 4  SDS-Probenpuffer versetzten Lungenprotein-Extrakte wurden zur Denatu-
rierung für 10 min bei 95 °C erhitzt. Nach der 1970 von Lämmli [Laemmli 1970] entwi-
ckelten Methode erfolgte anschließend die Auftrennung der Proteine nach ihrem 
(Untereinheiten-) Molekulargewicht in einer vertikalen Gelapparatur. 
 
Analytische SDS-PAGE nach Lämmli 
Zur Analyse von Proteinen in einem Größenbereich von 5 bis 300 kDa wurde die SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) nach Lämmli (1970) angewandt. 
Zur Herstellung der Gelmatrix wurde eine wässrige Lösung aus 30 % (w/v) Acrylamid 
mit 0,8 % (w/v) N,N´-Methylenbisacrylamid verwendet (Rotiphorese Gel 30, Fa.Roth, 
Karlsruhe). 
Das fertige Gel bestand aus einem Sammelgel [4 % (w/v) Acrylamid, pH 6.8], in dem 
die Fokussierung der Proteine erfolgte, und einem Trenngel [je nach Fragestellung 8 - 
15 % (w/v) Acrylamid, pH 8.8] zur Auftrennung der Proteine. Die Tabelle 3 zeigt das 
Pipettierschema für die Herstellung von 8 - 15 % SDS-Pages.  
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Tabelle 3: Pepettierschema des Sammel- und Trenngels für die SDS-Pages 
 
       SDS-Page 
 
Trenngel, jeweils 10 ml 
Sammelgel,  
10 ml 
8 % 9 % 10 % 12 % 15 % 4 % 
30 % Acrylamid 
0,8 % N,N-Bisacrylamid 
2,66 ml 3,0 ml 3,33 ml 4,0 ml 5,0 ml 1,33 ml 
dest. H2O 3,87 ml 3,53 ml 3,20 ml 2,53 ml 1,53 ml 6,57 ml 
10 % (w/v) SDS 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 
1,125 M Tris/HCl pH 8.8 
30 % (w/v) Saccharose 
(Trenngelpuffer) 
3,33 ml 3,33 ml 3,33 ml 3,33 ml 3,33 ml - 
0,625 M Tris/HCl pH 6.8 
(Sammelgelpuffer) 
- - - - - 2,0 ml 
10 % (w/v) APS 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 100 µl 
TEMED (Fluka) 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 
 
 
Die anderen benötigten Lösungen waren 10 % (w/v) SDS, 10 % (w/v) Ammonium-
peroxodisulfat (APS) und N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin (TEMED). 
 
Die folgende Tabelle 4 zeigt die finalen Konzentrationen im Sammel- bzw. Trenngel.  
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels bei der SDS-Page 
Gelzusammensetzung Sammelgel Trenngel 
Acrylamid in % (w/v) 4 8 - 15 
Puffer 125 mM Tris/HCl 
pH 6.8 
375 mM Tris/HCl 
ph 8.8 
10 % (w/v) Saccharose 
SDS in % (w/v) 0,1 0,1 
Polymerisationsstarter 
TEMED in % (v/v) 0,001 0,001 
APS in % (w/v) 0,1 0,05 
 
 
Nach der vollständigen Polymerisation der Gelmatrix wurden der Kathoden- und der 
Anodenraum der Gelapparatur mit Elektrodenpuffer aufgefüllt. 
  
Elektrodenpuffer (EP)   25 mM Tris 
     192 mM Glycin 
     0,1 % (w/v) SDS 
 
10 × Elektrodenpuffer EP  60,6 g Tris 
(für 2 l)     288,2 g Glycin 
     20 g SDS 
     Ad 2 l mit H2O 
 
Durch Anlegen einer konstanten Stomstärke erfolgte die Auftrennung der Proteine im 
Gel. Bei kleinen Gelen (Laufstrecke  10 cm) waren 10 - 20 mA, bei größeren Gelen 
(Laufstrecke  10 cm) 20 - 35 mA erforderlich. Nach Abschluss der Elektrophorese 
wurden die Proteine entweder direkt mit Coomassie Blue angefärbt (Abschnitt 2.2.2.4) 
oder zur Durchführung einer Immunanfärbung auf PVDF transferiert (Abschnitt 
2.2.2.5). 
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Als Protein-Größenstandard diente eine Proteinmarker-Leiter der Fa. Invitrogen. 
 
Größe der Fragmente in kDa: 
 10, 15, 20, 25, 40, 50, 60, 85, 120, 190 
 
2.2.2.4 Proteinanfärbung mit Coomassie Brillant Blue (Coomassie Stain) 
Zur Analyse der nach ihrer Größe aufgetrennten Proteine eignet sich die 
Anfärbemethode mit Coomassie Brillant Blue, bei der die Proteine direkt im Gel ange-
färbt werden. Hierzu wurde das Gel kurz mit Wasser gewaschen, zur Anfärbung 30 min 
im Färber geschwenkt und der Hintergrund anschließend mit Entfärber freigewaschen. 
 
Färber   50 % (v/v) Methanol 
   5 % (v/v) Eisessig 
   0,25 % (w/v) Coomassie Brillant Blue R-250 
 
Entfärber  28 % (v/v) 2-Propanol 
   5 % (v/v) Eisessig 
 
Nach dem Entfärben wurde das Gel mit H2O dest. gewaschen und zur Dokumentation 
eingescannt. 
 
2.2.2.5 Immunologische Verfahren 
Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen (Western Blot) 
Nach der von Kyhse-Andersen [Kyhse-Andersen, 1984] entwickelten Methode des 
Western Blots wurden die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine durch ein 
Halbtrockenblot-Verfahren auf PVDF-Membranen transferiert. 
Die für den Blotvorgang benötigten Filterpapiere (GB005-Whatman-Papier) und die 
PVDF-Membran mussten zuerst auf die entsprechende Gelgröße zugeschnitten wer-
den. Anschließend wurde die PVDF-Membran durch einminütiges Inkubieren in 100 % 
Methanol "aktiviert" und in einen Transferpuffer gelegt. Auf die Graphitanode der 
Blotting-Apparatur wurden zwei Papiere GB005 gelegt, welche zuvor in Transferpuffer 
getränkt wurden. Die ebenfalls in Transferpuffer getränkte PVDF-Membran und das 
 46  
SDS-Gel wurden luftblasenfrei darüber gelegt und mit zwei weiteren, in Puffer getränk-
ten Papieren GB005 bedeckt.  
Die Blotapparatur wurde abschließend mit der Graphitkathode verschlossen. 
 
Blotpuffer/Transferpuffer  20 mM TRIS (2,42 g) 
     150 mM Glycin (11,26 g) 
     20 % (v/v) Methanol (200 ml) 
     Aqua dest. auf 1 l 
 
Der Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran erfolgte bei einer Stromstärke von 
0.8 mA/cm² für ein bis zwei Stunden. 
 
Immunanfärbung von Proteinen 
Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran erfolgte die Inkubation mit 
monoklonalen bzw. polyklonalen Erstantikörpern. Anschließend erfolgten, je nach ver-
wendetem Erstantikörper, die Immunanfärbungen mit einem Meerrettich-Peroxidase 
(HRP)-gekoppelten Zweitantikörper gegen Kaninchen-IgG, Ziege-IgG oder Maus-IgG. 
Um freie Bindungsstellen auf der Membran abzusättigen, inkubierte man zunächst die 
geblottete PVDF-Membran für mindestens eine Stunde bei RT in Blockpuffer. 
 
TBS     50 mM Tris/HCl, pH 7.5 
     50 mM NaCl 
TBS-Tween 20 (TBS-T)  wie TBS mit 0,5 % (w/v) Tween 20 
Blockpuffer (= Milchpulverlösung) 5 % (w/v) Milchpulverlösung in TBS-T 
 
Anschließend wurde die Membran mit TBS-T gewaschen. Der jeweils verwendete 
Erstantikörper (in einer Verdünnung von 1:500 bis 1:10 000 je nach Menge des zu ana-
lysierenden Proteinextrakts bzw. je nach Beschaffenheit des verwendeten Antikörpers) 
wurde für die Reaktion in 10 bis 20 ml (je nach Größe der Membran) frisch angesetzte 
Blocklösung gegeben und der Blot darin über Nacht bei 4 °C auf einer Wippe inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran viermal mit TBS-T für je 15 Minuten gewaschen. 
Hiernach erfolgte die Inkubation des Western Blots mit einem HRP-gekoppelten Zweit-
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antikörper in der vom Hersteller vorgegebenen Konzentration in 20 - 50 ml Blockpuffer 
(Verdünnungen 1:1000- 1:2000) für zwei Stunden bei RT unter Schwenken.  
Nach vier weiteren Waschschritten (je 15 min) mit TBS-T erfolgte die Detektion mit 
Hilfe des ECL™ (Enhanced Chemiluminescence) Plus Western Blotting System-Kits. 
Dabei wird das Substrat des Kits durch die Meerrettichperoxidase zu Acridin-Ester-
Intermediaten umgesetzt, welche anschließend mit Peroxiden reagieren, wobei eine 
starke Chemilumineszenz entsteht. Dieses freiwerdende Lichtsignal der ECL-Reaktion 
kann anschließend durch einen Röntgenfilm oder durch einen blaulicht-sensitiven Film 
(Hyperfilm™ ECL) detektiert werden. 
Zur Detektion der Proteine wurde die PVDF-Membran mit 125 l/cm² einer Mischung 
der beiden Detektionslösungen bedeckt (A:B = 40:1, 4 - 8 ml je nach Größe des Blots), 
5 min inkubiert und die Lösung wieder vollständig abgegossen. Anschließend wurde 
die Membran in eine transparente Folie eingeschlagen, je nach Lichtintensität zwi-
schen 20 sek und 15 min mit einem Film bedeckt und sofort entwickelt. 
 
Da beim ECL-System keine direkte Farbreaktion auf der Membran stattfindet, konnte 
mehrmals mit unterschiedlichen Erstantikörpern inkubiert werden. Um für eine weitere 
Analyse alle Antigen-Antikörper-Komplexe zu zerstören, wurde die Membran nach der 
Detektion 30 min bei 50 °C in Stripping-Puffer geschwenkt und dreimal (bei RT) für 
15 min mit TBS-T gewaschen. Im Anschluss konnte eine erneute Immunanfärbung 
durchgeführt werden. 
 
 Stripping-Puffer   100 mM ß-Mercaptoethanol 
     2 % (w/v) SDS 
     auffüllen mit 1 l TBS-T 
 
 
2.2.3 Analyse von Lipiden 
2.2.3.1 Lipidextraktion nach Bligh und Dyer 
Zur Analyse der wässrig gelösten Lipide im Lungenhomogenat wurde die 1959 von 
Bligh & Dyer entwickelte Methode der Zweiphasenextraktion mit Chloroform und Me-
thanol angewandt [Bligh, Dyer, 1959].  
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Für die Untersuchungen wurden 25 - 50 µl Lungenhomogenat mit 0,9 %iger NaCl-
Lösung auf ein Volumen von 0,8 ml aufgefüllt. Danach gab man 3 ml eines Metha-
nol/Chloroform-Gemisches (MeOH:CHCl3 = 2:1 v/v) hinzu und schüttelte diese Mi-
schung mehrmals in einem Zeitraum von 30 Minuten. Im folgenden zweiten Schritt er-
folgte die Zugabe von 1 ml Chloroform und 1 ml 0,9 %iger NaCl-Lösung, so dass nach 
mehrminütigem Schütteln die Phasentrennung erreicht wurde. Durch Zentrifugation 
(bei ~ 1500 × g für 10 Minuten) oder Ruhen bei 4 °C über Nacht wurde eine optimale 
Phasengrenze im untersuchten Lungenhomogenat erreicht. Die Chloroformphase wur-
de mit einer Pipette abgetrennt und unter Stickstoffstrom getrocknet.  
 
2.2.3.2 Colorimetrische Phosphatbestimmung zur quantitativen Bestimmung 
des Phospholipidgehaltes 
Zur Analyse des Phospholipid (PL)-Gehalts der Lungenhomogenate diente die Metho-
de nach Rouser et al. von 1970, die im weiteren Verlauf modifiziert wurde [Schmidt 
1996] und aktuell eine Detektionsgrenze von ca. 2 µg Phospholipid (entsprechend et-
wa 100 ng anorganischem Phosphor) ermöglicht.  
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) lag in fünf aufsteigenden Konzentrationen von 
0,2 g - 5 g Phosphor (Mr = 31) entsprechend 4,7 g - 120 g PL (Mr = 734, approxi-
miert) vor und wurde als Standard verwendet.  
Die nach der oben beschriebenen Methode isolierten Lipide sowie die Standards wur-
den mit 200 l 70 % Perchlorsäure versetzt und 60 min bei 200 °C in einem Thermo-
block verkocht. Dabei kam es zur Freisetzung der Phosphatgruppe. Nach dem Abküh-
len der Proben wurde 1 ml 4,6 mM Ammoniumheptamolybdat sowie 20 l 650 mM As-
corbinsäure hinzugegeben, letzteres bedingte die Reaktion zum Farbkomplex. Eine 45-
minütige Inkubation bei 60 °C ermöglichte die vollständige Farbentwicklung (blaue Far-
be).  
Die Proben und Standards wurden mit Hilfe eines Spektralphotometers bei einer Wel-
lenlänge von  = 698 nm ausgemessen. Aus den Werten der ermittelten Standards 
konnte nach Abzug des Leerwertes über eine lineare Regression auf den 
Phospholipidgehalt der untersuchten Proben geschlossen werden, dabei wurde zur 
Berechnung eine gemittelte relative Molekularmasse von M = 734 g/mol für Phospholi-
pide angenommen.  
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2.2.3.3 Analyse der Phospholipide mittels Dünnschichtchromatographie 
(HPTLC) 
Die densitometrische Methode für zeitgleiche Quantifizierung verschiedener Phospho-
lipide basiert auf der Sichtbarmachung mit Molybdänblaureagenz. Das Prinzip besteht 
darin, dass aus einer flüssigen strömenden Phase heraus die Trennsubstanzen in ei-
nem Festkörper oder einer stabilisierten Flüssigkeitsphase festgehalten werden.  
Alle PL-Stammlösungen lagen in einer Konzentration von 2 mg/ml in Chloro-
form:Methanol (2:1 v/v) vor. Die PL-Stammlösungen für Phosphatidylethanolamin und 
Phosphatidylserin mussten vor dem Pipettieren aufgrund ihrer schlechten Löslichkeit 
im Ultraschallbad beschallt und kurz auf 37 °C erwärmt werden. Danach wurde der 
Phospholipid-Mix (diente als PL-Standard) nach unten stehendem Schema 
zusammenpipettiert: 
 
PL-Mix  Phospholipid    Volumen [µl]  C im Mix [ng/µl] 
  Lysophosphatidylcholin (LPC)  100   166,7 
  Sphingomyelin (SPH)   100   166,7 
  Phosphatidylcholin (PC), 
  Di-Arachidoyl (Di-20:0)   100    
  Phosphatidylcholin (PC),  
  Di-Palmitoyl (Di-16:0)   400   PC total: 833,7 
  Phosphatidylserin (PS)   100   166,7 
  Phosphatidylinositol (PI)  100   166,7 
  Phosphatidylethanolamin (PE)  100   166,7 
  Phosphatidylglycerol (PG)  100   166,7 
  Cardiolipin (CL)    100   166,7 
 
PC (Di-16:0) und PC (Di-20:0) eluierten an gleicher Stelle, der Peak wurde durch die 
Zugabe von Di 20:0 symmetrischer.  
 
HPTLC-Trennung von Phospholipiden aus Lungengewebe 
Durch die Phosphatbestimmung der Gesamtlipid-Extraktionen (siehe Kapitel 2.2.3.2) 
konnte auf den Phospholipidgehalt pro µl Lungenhomogenat rechnerisch zurückge-
schlossen werden. Für eine HPTLC-Trennung wurden 15 µg Phospholipide eingesetzt. 
Hierfür wurden die Lipide aus dem entsprechenden Volumen Lungenhomogenat iso-
liert (siehe Kapitel 2.2.3.1) und unter Stickstoffstrom getrocknet. Im Anschluss wurden 
die Lipide in 60 µL CHCl3:MeOH (2:1 v/v) gelöst und mit einem CAMAG TLC-Applikator 
IV auf die Dünnschichtplatten aufgetragen.  
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Auf jeder Platte wurden vorher sieben verschiedene Konzentrationen des PL-Standard-
Mix (enthielt die Phospholipide LPC, SPH, PC, PS, PI, PE, PG, CL) aufgetragen (siehe 
Auftrageschema des PL-Standardmix). Da die Gesamtzahl der Bahnen auf einer DC-
Platte 14 betrug, konnten in einem "Lauf" sieben Proben analysiert werden. 
 
 Auftragen des PL-Standardmix auf Platte: 
 
 Bahn   V [µl]   PC [µg]   andere PL [µg] 
 1   1   0,833   0,1667 
 2   3   2,5   0,5 
 3   7   5,833   1,1667 
 4   15   12,5   2,5 
 5   30   25   5 
 6   50   41,665   8,333 
 7   75   62,5   12,5 
 
Zwecks Kammersättigung wurde ein Filterpapier (20 × 10 cm) in die Laufkammer ge-
stellt, dieses mit Laufmittel beschickt und 1 h bei 4 °C äquilibriert.  
Als Laufmittel diente ein Lösungsmittelgemisch aus Chloroform, Methanol, Essigsäure 
und H2O im Verhältnis 50: 37,5: 3,5: 2.  
Danach wurden die mit PL beladenen DC-Platten vertikal in die Laufkammer gestellt. 
Die Laufzeit/Entwicklungszeit einer DC-Platte betrug etwa 25 min. Anschließend wurde 
die Platte mit einem Fön getrocknet. 
Die Detektion der Phospholipide erfolgte über das Molybdänblaureagenz. 
 
Herstellung des Reagenzes 
Lösung 1: 10,03 g MoO3 + 250 ml 12,5 M H2SO4 wurden 15 - 30 min unter Rückfluss 
gekocht, bis eine klargelbe Lösung entstand (konzentrierte Schwefelsäure ist 18 M also 
173,6 ml 96% Schwefelsäure + 76,4 ml Wasser = 12,5 M). 
Anschließend abkühlen lassen. 
Lösung 2: 125 ml von Lösung 1 wurden mit 0,445 g Mo-Pulver eine Stunde unter Rück-
fluss gekocht. Nach dem Abkühlen wurde Lösung 2 mit dem verbliebenen Volumen 
von Lösung 1 vereinigt und gegebenenfalls durch eine Porzellanfritte filtriert.  
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Danach wurde mit dem doppelten Volumen H2O (= 500 ml) versetzt. Anschließend 
wurde mit konzentrierter Essigsäure bis zu einem Verhältnis Reagenz:Essigsäure 4:1 
versetzt (in diesem Fall 187,5 ml). 
Vor Gebrauch musste das Reagenz mindestens eine Woche stehen. Es war ungekühlt 
mehrere Monate funktionsfähig. Gebrauchtes Reagenz konnte mehrere Male verwen-
det werden. 
 
Färbung 
Die getrocknete DC-Platte wurde für zehn Sekunden vertikal in eine mit Molybdänblau-
reagenz gefüllte Tauchkammer gestellt. Danach platzierte man die Platte an einem 
dunklen, belüfteten Ort, bis das Reagenz vollständig in die Platte eingedrungen war 
(10 min). Zur Entfernung überschüssigen Reagenzes wurde sie anschließend 30 Se-
kunden in einer flachen Schale mit Wasser behandelt. Es folgte eine weitere Trock-
nungsphase von 15 min an einem dunklen Ort, bis die Feuchtigkeit weitgehend in die 
Platte eingedrungen war. Mit einem Fön (kalt) wurde vorsichtig getrocknet, da zu star-
kes Trocknen und Lichteinwirkung eine Blaufärbung des Hintergrundes bedeutete. An-
schließend erfolgte das Scannen mit dem TLC (Thin Layer Chromatographie)-Scanner  
bei 700 nm. 
Die Auswertung der Chromatogramme (die Integration der entsprechenden 
Peaks/Kurvenflächen) erfolgte mit der CATS3.17-CAMAG Software (1995). 
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Abbildung 11: Charakteristische Chromatogramme von Lungenphospholipiden von Pati-
enten mit IPF und Donoren 
Phospholipide wurden durch Bligh-Dyer-Extraktion aus den Lungenhomogenaten isoliert und im 
Anschluss durch colorimetrische Bestimmung von Gesamt-Phosphat quantifiziert. Die quantita-
tive Bestimmung der einzelnen Phospholipidklassen erfolgte durch HPTLC (high-performance 
thin-layer chromatography) von 15 µg Lungengewebephospholipid. 
LPC = Lysophosphatidylcholin; SPH = Sphingomyelin; PC = Phosphatidylcholin; PS = Phospha-
tidylserin; PI = Phosphatidylinositol; PE = Phosphatidylethanolamin; PG = Phosphatidylglycerol; 
CL = Cardiolipin 
 
 
2.2.4 Napsin A-Aktivitäts Assay 
Die Napsin A-Aktivität wurde mit einem fluorogenen Substrat Assay unter Verwendung 
des Fluoreszenz-markierten Substrats MGAS-1 (Qxl520-KKTSVLMAAPQ-Lys- HiLyte 
Fluor 488) bestimmt. Hierzu wurden Lungenhomogenate mit 0,9 % Kochsalz Lösung/  
1 mM PMSF auf einen Proteingehalt von 1 mg/ml eingestellt und davon 50 µl auf eine 
96-well Mikrotiterplatte transferiert. Nach Zugabe von 140 µl Reaktionspuffer (0.1 M 
Natriumacetat, 2 mM EDTA, 1 mM PMSF und 5 mM E-64, pH 4,7) wurde die Reaktion 
mit der Zugabe von 10 µl des Substrates (finale Konzentration von 10 µM) gestartet.  
Die durch Spaltung des Substrats entstandene Zunahme der Fluoreszenz (Exzitation: 
485 nm und Emission 535 nm) wurde mit einem Mikrotiterplatten Reader (Spectrafluor 
Plus, in Abhängigkeit von der Zeit bestimmt. Die Napsin A-Aktivität wird in Zunahme 
der RFU (relative fluorescence units)-Einheiten pro Minute (RFU/min) angegeben und 
wurde computergestützt aus der Kinetikmessung bestimmt. 
 53  
2.3 Statistische Auswertung der Ergebnisse 
Statistische Unterschiede zwischen der IPF-, NSIP (fibrosierender Subtyp)-, COPD- 
und der Kontrollgruppe wurden mit Hilfe des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis Tests 
analysiert. Dunn’s Multiple Comparison Test wurde als post-Test verwendet. Alle statis-
tischen Analysen wurden mittels der GraphPad Prism Version 4.0 Software durchge-
führt. Die Resultate wurden bei p < 0.05 als signifikant betrachtet und sind in dieser 
Arbeit durch * (p < 0.05), ** (p < 0.01) und *** (p < 0.001) sowie ns (= nicht signifikant) 
für p > 0.05 gekennzeichnet. 
Für die Untersuchungen lagen Lungenhomogenate von 20 Patienten mit IPF vor, die 
sich einer Lungentransplantation unterzogen hatten sowie von vier Patienten, denen 
Lungengewebe im Rahmen einer Thorakoskopie (VATS) entnommen wurde. Lungen-
gewebe von Patienten mit fibrosierender NSIP konnte anhand von sieben verschiede-
nen Lungen untersucht werden, von transplantierten Patienten mit COPD standen 
neun Lungen für diese Arbeit zur Verfügung. Zum Vergleich dienten Lungen von zwölf 
Spendern.  
Für die Analyse von Lavageflüssigkeiten lag das Material von zehn Patienten mit einer 
IPF und von acht Freiwilligen vor.  
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3 Ergebnisse 
Das pulmonale Surfactant-System setzt sich aus Proteinen und PL zusammen. In die-
ser Arbeit wurden bronchoalveoläre Lavageflüssigkeiten (BALF) sowie Lungenhomo-
genate aus Biopsien und explantierten Lungen von Patienten mit sporadischer IPF und 
fibrosierender NSIP sowie COPD mit denen gesunder Probanden bzw. von Organ-
spendern verglichen. Es wurden an diesen Materialien quantitative Untersuchungen 
hinsichtlich der Protein- und Phospholipidmengen sowie der Genexpression verschie-
denster Proteine durchgeführt. Abschließend wurde die Enzymaktivität einer bei der 
Prozessierung der hydrophoben Surfactantproteine beteiligten Protease bestimmt. 
 
3.1 Analyse des Prozessierungsstatus und des Gehaltes an 
hydrophoben Surfactantproteinen in der BAL von IPF-
Patienten 
In einem ersten Schritt wurde die BAL von fünf Patienten mit sporadischer IPF mit der 
BAL von vier freiwilligen Spendern (FS) auf den Gehalt an maturem SP-B und SP-C 
sowie pro-SP-C hin untersucht (Abb. 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 12: Proteingehalt der maturen Formen von SP-B und SP-C in der BAL von 
Patienten mit sporadischer IPF (IPFBALF) im Vergleich zu Spenderlavagen (FSBALF) 
Ein Volumen von 20 µl BAL von IPF-Patienten und Spenderlavagen wurde mit je 5 µl 4×SDS-Probenpuffer 
versetzt, auf einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel (reduzierende Bedingungen) aufgetrennt und im An-
schluss geblottet. Insgesamt wurden drei Western Blots angefertigt, welche im Anschluss mit einem Anti-
körper gegen das mature SP-B-Protein (Verdünnung 1:500), gegen das rekombinante mature SP-C-
Protein (Verdünnung 1:1000) sowie gegen das 21kDa pro-SP-C-Protein (1:500) inkubiert wurden. Als 
Zweitantikörper diente in allen Fällen „HRP Rabbit IgG“ in einer Verdünnung von 1:1000. Die Detektion der 
Proteine erfolgte mit dem ECL Plus Chemilumineszens Detektionssystem. 
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Im Vergleich zu Gesunden zeigte sich hierbei ein deutlich reduzierter Proteingehalt der 
maturen hydrophoben Surfactantproteine SP-B und SP-C bei allen fünf IPF-Lavagen 
(Spur 1 - 5). Weiterhin konnte bei zwei der fünf IPF-Patienten nicht-prozessiertes 
21 kDa pro-SP-C nachgewiesen werden.  
 
Weitere Proteinanalysen der BAL von zehn Patienten mit sporadischer IPF und sechs 
gesunden, freiwilligen Spendern zeigten ähnliche Ergebnisse (Abb. 13), mit einem 
deutlichen Abfall von maturem SP-B sowie einem erhöhten Gehalt von pro-SP-B-
Intermediaten (N-pro-SP-B und C-pro-SP-B) bei IPF-Patienten im Vergleich zu gesun-
den Probanden. Bei drei Patienten mit sporadischer IPF, nicht aber bei den hier unter-
suchten gesunden Freiwilligen, wurde zudem eine Vorstufe des SP-C (21 kDa pro-SP-
C) in deutlicher Konzentration nachgewiesen.  
 
 
Abbildung 13: Proteingehalt von Proformen der hydrophoben Surfactantproteine SP-B 
und SP-C sowie von maturem SP-B in der BAL von Patienten mit sporadischer IPF 
(IPFBALF) im Vergleich zu Spenderlavagen (FSBALF) 
Ein Volumen von 20 µl BAL von IPF-Patienten und Spenderlavagen wurde mit je 5 µl 4×SDS-Probenpuffer 
versetzt, auf einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel (reduzierende Bedingungen) aufgetrennt und im An-
schluss geblottet. Insgesamt wurden drei Western Blots angefertigt, welche im Anschluss mit einem Anti-
körper gegen das volle Länge 42 kDa pro-SP-B-Protein (Verdünnung 1:1000), gegen das N-terminale 
Peptid des 21kDa pro-SP-C-Protein (Verdünnung 1:500) sowie gegen das mature SP-B-Protein (1:500) 
inkubiert wurden. Als Zweitantikörper diente in allen Fällen „HRP Rabbit IgG“ in einer Verdünnung von 
1:1000. Die Detektion der Proteine erfolgte mit dem ECL Plus Chemilumineszens Detektionssystem. 
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3.2 Analyse des Prozessierungsstatus und des Gehalts an 
hydrophoben Surfactantproteinen und der beteiligten Pro-
teasen in Lungenhomogenaten 
Um diese ersten Erkenntnisse zu erweitern, wurde Lungengewebe von Patienten mit 
IPF im Vergleich zu Spenderlungen auf den Proteingehalt von SP-B und SP-C hin un-
tersucht. Die Ergebnisse der Western Blot Analysen zeigten bei Patienten mit sporadi-
scher IPF eine unzureichende Prozessierung von SP-B auf: Wie in Abbildung 14 er-
sichtlich, konnte bei vier der Proben eine ausgeprägte Akkumulation des 42 kDa pro-
SP-B, des 23 kDa C-pro-SP-B und des 19 kDa N-pro-SP-B sowie von niedermolekula-
ren SP-B-Prozessierungsintermediaten beobachtet werden, was mit einem erheblich 
reduzierten Spiegel an maturem SP-B assoziiert war. Diese Ergebnisse waren bei 
quantitativer densitometrischer Auswertung aller untersuchten IPF- (n = 20), COPD- 
(n = 9) und Donorlungen (n = 12) hochsignifikant (siehe Anlage, Abb. 25). Parallel hier-
zu konnte die Reduktion von maturem SP-C beobachtet werden und das 14 kDa pro-
SP-C Intermediat schien bei allen erkrankten Patienten leicht erhöht zu sein (Abb. 14). 
In Übereinstimmung mit diesen Resultaten wurde eine Minderexpression der für die 
SP-B- und SP-C-Prozessierung maßgeblich beteiligten lysosomalen Proteasen Napsin 
A und Kathepsin H beobachtet (Abb. 14). Bei drei der neun IPF-Patienten war ein 
leichtgradig, bei den übrigen sechs Proben ein massiv reduzierter Spiegel von Napsin 
A nachweisbar. Bei der Protease Kathepsin H wiesen nur zwei der IPF-Proben einen 
ähnlichen Spiegel wie gesunde Spender auf (Abb. 14). Übereinstimmend damit ließen 
sich bei diesen beiden Patienten höhere Spiegel an maturem SP-C nachweisen, eben-
so war die Akkumulation der nicht vollständig prozessierten Formen des Proteins SP-B 
weniger stark ausgeprägt. 
Als Kontrollmarker für alveoläre Typ-II-Zellen diente Na+, K+-ATPase, als allgemeine 
Ladungskontrolle ß-Aktin, ein Strukturprotein und Bestandteil des Zytoskeletts. Auf 
Basis der unveränderten Na+, K+-ATPase–Werte ergaben sich keine Hinweise für eine 
von der Kontrolle abweichende Menge an AECII bei der IPF. 
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Abbildung 14: Prozessierungsstörungen der hydrophoben Surfactantproteine SP-B und 
SP-C in Lungen von Patienten mit sporadischer IPF 
Für die Western Blot-Analysen wurden je 50 µg Protein auf einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel (redu-
zierende Bedingungen) aufgetrennt und im Anschluss auf PVDF-Membran geblottet. Die Western Blots 
wurden daraufhin mit einem Antikörper gegen das volle-Länge 42kDa pro-SP-B (Verdünnung 1:3000), 
gegen das mature SP-B-Protein (Verdünnung 1:3000), gegen das rekombinante mature SP-C-Protein 
(Verdünnung 1:1000), gegen Napsin A (Verdünnung 1:1000) und gegen Kathepsin H (Verdünnung 1:500) 
inkubiert. Als Ladungskontrolle dienten Antikörper gegen Na
+
, K
+
-ATPase, Untereinheit Beta-1 (Verdün-
nung 1:1000) und Beta-Aktin (Verdünnung 1:3000). Als Zweitantikörper dienten „HRP Rabbit IgG“ (pro-
SP-B, matures SP-B, matures SP-C, Na
+
, K
+
-ATPase), „HRP Goat IgG“ (Napsin A) und „HRP Mouse 
IgG“ (Kathepsin H, ß-Aktin). Alle Zweitantikörper wurden in einer Verdünnung 1:2000 eingesetzt. Die De-
tektion der Proteine erfolgte mit dem ECL Plus Chemilumineszens Detektionssystem. 
 
 
Eine exakte densitometrische Zusammenfassung dieser Ergebnisse findet sich im An-
hang (Abb. 25), die hier gewählte Darstellung stellt repräsentativ die gewonnenen Er-
gebnisse dar.  
 
Da bei Patienten mit sporadischer IPF ein gravierender Mangel an maturem 8 kDa 
großen monomeren SP-B vorlag, stellte sich zusätzlich die Frage nach dem Grad der 
Dimerisierung des Proteins. Hierzu wurden sowohl ein Western Blot unter reduzieren-
den Bedingungen als auch ein Western Blot unter nicht-reduzierenden Bedingungen 
durchgeführt und beide mit einem Antikörper gegen das mature SP-B-Protein inkubiert. 
Das Ergebnis zeigte, dass der Dimerisierungsgrad von SP-B bei der IPF offensichtlich 
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nicht beeinträchtigt war, da sowohl erniedrigte SP-B Dimer Spiegel als auch Monomer 
Spiegel bei der IPF zu beobachten waren (Abb. 15).  
 
 
Abbildung 15: Untersuchungen zur Dimerisierung des hydrophoben Surfactantproteins 
SP-B in Lungen von Patienten mit sporadischer IPF und Spenderlungen 
Für die Analyse wurde je ein Western Blot unter reduzierenden Bedingungen sowie unter nicht-
reduzierenden Bedingungen hergestellt und in beiden Fällen mit einem Antikörper gegen das mature SP-
B-Protein (Verdünnung 1:3000) inkubiert. Der Zweitantikörper „HRP Rabbit IgG“ wurde in einer Verdün-
nung von 1:2000 eingesetzt. Auf beiden SDS-Gelen (15%) wurde in jeder Spur 50 µg Protein aufgetragen.  
 
 
3.3 Untersuchungen auf Genexpressionsebene 
Als Nächstes wurde die Genexpression der Surfactantproteine und der lysosomalen 
Proteasen Napsin A und Kathepsin H untersucht.  
Nach Isolierung der Gesamt-RNA, Umschreibung in cDNA mittels reverser Transkrip-
tase und der anschließenden Polymerasekettenreaktion erfolgte die Analyse der     
Genexpression der SP und Proteasen durch Visualisierung der entsprechenden PCR-
Produkte auf einem Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel. Die Untersuchung umfasste 
dabei zehn Patienten mit sporadischer IPF und sechs gesunde Kontrollen (Abb. 16).  
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Hierbei konnten folgende Veränderungen beobachtet werden: 
 Das hydrophile SP-A zeigte keine differentielle Expression zwischen Patienten mit 
IPF und gesunden Spenderlungen, das heißt die Transkriptlevel waren in beiden 
Gruppen gleich. 
 Die Genexpression der hydrophoben Surfactantproteine B und C zeigte eine deutli-
che Verminderung bei IPF-Patienten im Vergleich zu Donoren.  
 Auch bezüglich des hydrophilen SP-D zeigte sich eine reduzierte Expression bei 
Patienten mit sporadischer IPF.  
 Die beiden an der Prozessierung der hydrophoben Surfactantproteine beteiligten 
lysosomalen Proteasen Napsin A und Kathepsin H waren bei der IPF erheblich 
herunterreguliert.  
 Kontrollmarker für alveoläre Typ-II-Zellen (ABCA3, Na+, K+-ATPase) wie auch für 
Clarazellen (CC10) ergaben keinen Hinweis auf eine differentielle zelluläre Zu-
sammensetzung des Homogenats. Als Ladungskontrolle wurde erneut ß-Aktin ver-
wendet. 
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Abbildung 16: Genexpression von SP-A, SP-B, SP-C und SP-D, Napsin A und Kathepsin 
H, ABCA3 (Marker für Typ-II-Zellen), Na
+
, K
+
-ATPase (Marker für Typ-I- und Typ-II-Zellen), 
Clara-Zell-Protein CC10 (Marker für Clara-Zellen) und ß-Aktin in Lungengewebe von Pati-
enten mit sporadischer IPF (n=10) im Vergleich zu gesunden Spendern (n=6) 
Für die Analyse der Genexpression wurden 2 µg Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben und im Anschluss 
die PCR (30 Zyklen) mit 1/10 Volumen des cDNA-Ansatzes mit genspezifischen Primern für die angezeig-
ten Proteine durchgeführt. Gezeigt ist hier ein Gel mit aufgetrennter, gefärbter DNA (semiquantitative RT-
PCR).  
 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass bei der IPF die Expression von Napsin A 
und Kathepsin H sowohl auf Proteinebene als auch auf Transkriptebene erheblich re-
duziert war.  
In einem nächsten Experiment wurde die Napsin A-Aktivität von IPF-Lungen-
homogenaten im Vergleich zu COPD- und Donorlungen bestimmt. 
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3.4 Die Aktivität der Protease Napsin A in IPF-, COPD- und 
Spenderlungen 
Die Analyse der Napsin A-Aktivität im Homogenat von IPF-Patienten ergab, dass die 
Proteaseaktivität in IPF-Lungen im Vergleich zu COPD- und Spenderlungen signifikant 
reduziert war (Abb. 17). 
 
 
Abbildung 17: Reduzierte Napsin A-Aktivität in 
Lungengewebe von Patienten mit sporadischer 
IPF (n=9) im Vergleich zu Patienten mit COPD 
(n=9) und gesunden Spenderlungen (Donor, 
n=12) 
*** p < 0,001 
** p < 0,01 
ns = nicht signifikant 
Die Darstellung erfolgt mittels Box-Whisker-Plot: Gezeigt 
sind die Box-Begrenzungen durch das obere und untere 
Quartil sowie der Median als horizontale Linie, die obere 
und untere senkrechte Linie bilden die Extremwerte ab. 
RFU = relative Fluoreszenzeinheiten 
 
 
 
3.5 Analyse der Surfactantveränderungen in Abhängigkeit 
des Erkrankungsstadiums 
Bisher erfolgten die Analysen der verschiedenen Surfactantproteine und Proteasen an 
Homogenaten von explantierten Lungen, also solchen, die sich in einem Endstadium 
ihrer Erkrankung befanden. Es stellte sich daher die Frage, ob die Prozessierung zum 
Zeitpunkt der Diagnosestellung, also in einem frühen Erkrankungsstadium, ebenfalls 
gestört ist. Dazu wurde der Gehalt an Surfactantproteinen aus vier explantierten Lun-
gen (IPFLTX, Spuren 1 - 4) mit denen aus vier Video-assistierten Biopsien (IPFVATS, Spu-
ren 5 - 8) verglichen, welche ein deutlich früheres Stadium der Erkrankung repräsentie-
ren (Abb. 18). In der Summe ließen sich bei IPF-Patienten zum Zeitpunkt der Diagno-
sestellung vergleichbare Störungen der Surfactantprotein-Prozessierung darstellen wie 
zum Zeitpunkt bei Lungentransplantation als sehr spätes Erkrankungsstadium. 
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So war das mature SP-B wie auch das mature SP-C bereits bei Diagnosestellung 
massiv reduziert (Abb. 18). 
Die Protease Napsin A schien bei Diagnosestellung lediglich leicht reduziert zu sein, 
der Mangel an Kathepsin H war dagegen bereits deutlich. Man kann also sagen, dass 
Patienten mit sporadischer IPF bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ähnliche 
und erhebliche Prozessierungsstörungen aufweisen wie zu einem späteren Zeitpunkt 
der Erkrankung. 
 
 
Abbildung 18: Prozessierungsstörungen der hydrophoben Surfactantproteine SP-B und 
SP-C in Patienten mit sporadischer IPF zum Zeitpunkt der Diagnose (IPFVATS; early-stage 
IPF) 
Für die Western Blot-Analysen wurden je 50 µg Protein auf einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel (redu-
zierende Bedingungen) aufgetrennt und im Anschluss auf PVDF-Membran geblottet. Die Western Blots 
wurden daraufhin mit einem Antikörper gegen das volle-Länge 42kDa pro-SP-B (Verdünnung 1:3000), 
gegen das mature SP-B-Protein (Verdünnung 1:3000), gegen das rekombinante mature SP-C-Protein 
(Verdünnung 1:1000), gegen Napsin A (Verdünnung 1:1000) und gegen Kathepsin H (Verdünnung 1:500) 
inkubiert. Als Ladungskontrolle dienten Antikörper gegen TTF-1 (Verdünnung 1:2000) und Beta-Aktin 
(Verdünnung 1:3000). Als Zweitantikörper dienten „HRP Rabbit IgG“ (pro-SP-B, matures SP-B, matures 
SP-C, TTF-1), „HRP Goat IgG“ (Napsin A) und „HRP Mouse IgG“ (Kathepsin H, ß-Aktin). Alle Zweitanti-
körper wurden in einer Verdünnung von 1:2000 eingesetzt. 
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3.6 Vergleich der Surfactantprotein-Prozessierung von IPF- 
mit NSIP (fibrosierender Subtyp)- und COPD-Patienten  
Im nächsten Schritt erfolgte mittels Western Blot ein Vergleich der Surfactantprotein-
Prozessierung zwischen Patienten mit IPF (n = 10), fibrosierender nicht-spezifischer 
interstitieller Pneumonie (NSIP; n = 7), chronisch obstruktiver Lungenerkrankung 
(COPD; n = 7) und Spenderlungen (n = 4).  
Man konnte erkennen, dass analog zu IPF-Patienten bei allen sieben Patienten mit 
fibrosierender NSIP Prozessierungsstörungen des hydrophoben Surfactantproteins 
SP-B, mit einer Akkumulation der Proformen, vorlagen und dass bei fünf der Patienten 
ein erheblicher Mangel am vollständig prozessierten Protein bestand. Bei zwei NSIP-
Patienten (80 und 108) wurden Proteinmengen an maturem SP-B vergleichbar denen 
der Spenderlungen gefunden (Abb. 19). 
Ebenso lag bei der fibrosierenden NSIP – wie auch bei der IPF – eine massive Reduk-
tion von maturem SP-C vor. Dies zeigte sich bei fünf der sieben Proben. Hier waren es 
erneut die Proben 80 und 108, die einen normalen Spiegel an diesem Protein aufwie-
sen. 
Transplantierte Lungen von Patienten, die unter COPD litten, unterschieden sich hin-
sichtlich des Proteinlevels an pro- und maturen Formen der Surfactantproteine B und C 
nicht von gesunden Spenderlungen. Hier lagen also keine Prozessierungsstörungen 
vor. 
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Abbildung 19: Gestörte Prozessierung der hydrophoben Surfactantproteine SP-B und 
SP-C in beiden IIP-Entitäten IPF und fibrosierender NSIP, nicht aber in COPD- und Spen-
derlungen 
Für die Western Blot-Analysen wurden je 50 µg Protein auf einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel aufge-
trennt und im Anschluss auf PVDF-Membran geblottet. Die Western Blots (zehn in der Anzahl) wurden 
daraufhin mit einem Antikörper gegen das volle-Länge 42kDa pro-SP-B (Verdünnung 1:3000), gegen das 
mature SP-B-Protein (Verdünnung 1:3000) und gegen das rekombinante mature SP-C-Protein (Verdün-
nung 1:1000) inkubiert. Als Ladungskontrolle dienten Antikörper gegen TTF-1 (Verdünnung 1:2000) und 
Beta-Aktin (Verdünnung 1:3000). Als Zweitantikörper dienten „HRP Rabbit IgG“ (pro-SP-B, matures SP-B, 
matures SP-C, TTF-1) und „HRP Mouse IgG“ (ß-Aktin). Alle Zweitantikörper wurden in einer Verdünnung 
von 1:2000 eingesetzt. Die Detektion der Proteine erfolgte mit dem ECL Plus Chemilumineszens Detekti-
onssystem. 
 
 
3.7 Untersuchungen zum Surfactantprotein A 
Ergänzend wurde dann auch die Regulation des hydrophilen Surfactantproteins A auf 
Proteinebene untersucht. Es erfolgte die Analyse dieses Proteins aus Lavageflüssig-
keiten und aus Lungenhomogenaten. Während auf Genebene keine Verminderung der 
Expression zwischen IPF und Donoren gezeigt werden konnte (s. Abschnitt 3.3, Abb. 
16), zeigte die Western Blot-Analyse von SP-A aus Lavageflüssigkeiten (Abb. 20 A) 
und Lungenhomogenaten (Abb. 20 B) eine Reduktion des Proteins bei Patienten mit 
IPF im Vergleich zu freiwilligen Spendern bzw. Donorlungen.  
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Abbildung 20: Analyse der Proteinspiegel des hydrophilen Surfactantproteins A in Lun-
gen von Patienten mit sporadischer IPF im Vergleich zu gesunden Spenderlungen. (A) 
Western Blot-Analyse von BAL, (B) Western Blot-Analyse von Lungengewebe 
(A) Ein Volumen von 20 µl BAL von Patienten mit sporadischer IPF und Spenderlavagen wurde mit je 5 µl 
4×SDS-Probenpuffer versetzt und auf einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und im An-
schluss auf PVDF-Membran geblottet. Der Western Blot wurde daraufhin mit einem Antikörper gegen das 
volle-Länge SP-A-Protein (Verdünnung 1:500) inkubiert. Als Zweitantikörper diente „HRP Mouse IgG“ in 
einer Verdünnung von 1:1000. Die Detektion der Proteine erfolgte mit dem ECL Plus Chemilumineszens 
Detektionssystem. 
(B) Für die Western Blot-Analyse wurden 50 µg Protein auf einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel aufge-
trennt und im Anschluss auf PVDF-Membran geblottet. Der Western Blot wurde anschließend mit einem 
Antikörper gegen das volle-Länge SP-A (Verdünnung 1:500) inkubiert. Als Ladungskontrolle wurden Anti-
körper gegen Beta-Aktin (Verdünnung 1:3000) verwendet. Der Zweitantikörper („HRP Mouse IgG“) wurde 
in beiden Fällen in einer Verdünnung von 1:2000 eingesetzt. Die Detektion der Proteine erfolgte mit dem 
ECL Plus Chemilumineszens Detektionssystem. 
 
 
3.8 Veränderungen der Phospholipide 
Nachdem eine Reduktion der maturen Surfactantproteine im Lungengewebe von Pati-
enten mit IPF nachgewiesen werden konnte, schien es von Interesse, die Gesamt-
phospholipide im Lungengewebe von IPF, fibrosierender NSIP und COPD versus 
Donoren zu bestimmen.  
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Hierzu wurde colorimetrisch der Phospholipidgehalt der Lungenhomogenate von Pati-
enten mit sporadischer IPF (n = 14) und fibrosierender NSIP (n = 7) sowie von Patien-
ten mit COPD (n = 7) und gesunden Spendern (n = 8) bestimmt, verglichen und als 
Box-Whisker-Plot dargestellt (Abb. 21).  
 
 
Abbildung 21: Signifikant reduzierte 
Konzentration an Gesamt-
Phospholipiden in Lungen von Patien-
ten mit sporadischer IPF (n=14) und 
fibrosierender NSIP (n=7) im Vergleich 
zu COPD-Patienten (n=7) und gesun-
den Spendern (n=8) 
Phospholipide wurden durch Blight-Dyer-
Extraktion aus den Lungenhomogenaten iso-
liert und im Anschluss durch colorimetrische 
Bestimmung von Gesamt-Phosphat quantifi-
ziert. Zwischen der IPF und NSIP-Gruppe 
sowie zwischen der COPD und Donor-Gruppe 
konnten keine signifikanten Unterschiede fest-
gestellt werden. 
*** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05 
 
 
Dabei zeigte sich, dass der Gehalt an Gesamt-Phospholipiden bei IPF- und NSIP 
(fibrosierender Subtyp)-Lungen gegenüber COPD- und Spenderlungen signifikant re-
duziert war. Im Vergleich der Werte von Patienten mit sporadischer IPF mit denen von 
Patienten mit COPD und Donoren, ließ sich beiden Gruppen gegenüber eine signifi-
kante Reduzierung der Gesamt-Phospholipide finden (p < 0,05). Die Werte an Gesamt-
Phospholipiden, die man bei Patienten mit fibrosierender NSIP messen konnte, wiesen 
gegenüber Patienten mit COPD und Gesunden ebenfalls eine statistische Signifikanz 
auf (p < 0,01 bzw. p < 0,001). Dagegen fand sich zwischen den unterschiedlichen 
interstitiellen Lungenerkrankungen IPF und fibrosierender NSIP kein signifikanter Un-
terschied im Gesamt-Phopholipidgehalt der Lungen; ebenso verhielt es sich zwischen 
Patienten, die an COPD erkrankt waren und gesunden Spendern. 
 
Zur genaueren Analyse der Veränderungen der Phospholipid-Fraktion wurden die 
Substanzklassen PC und PG, die den größten Anteil an den Surfactantlipiden bilden, 
mittels Dünnschichtchromatographie (high-performance thin-layer chromatography 
HPTLC) aufgetrennt und separat quantifiziert.  
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Abbildung 22: Konzentration der Surfactantphospholipide Phosphatidylcholin (PC) [A] 
und Phosphatidylglycerol (PG) [B] in Lungengewebe von Patienten mit sporadischer IPF 
(n=14) und NSIP (n=7) im Vergleich zu COPD-Patienten (n=7) und gesunden Spendern 
(n=8) 
Phospholipide wurden durch Blight-Dyer-Extraktion aus den Lungenhomogenaten isoliert und im An-
schluss durch colorimetrische Bestimmung von Gesamt-Phosphat quantifiziert. Die quantitative Bestim-
mung der einzelnen Phospholipidklassen erfolgte durch HPTLC (high-performance thin-layer 
chromatography). 
(A) Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Konzentration von Gewebe-Phosphatidylcholin 
gefunden werden. 
(B) Signifikante Reduktion des Phosphatidylglycerols bei Patienten mit IPF und NSIP verglichen mit 
COPD-Patienten und Donoren. *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05 
 
 
Der Vergleich von Gesamt-Phosphatidylcholin bei Patienten mit IPF (n = 14), 
fibrosierender NSIP (n = 7), COPD (n = 7) und Gesunden (n = 8) zeigte zwar verringer-
te Median-Werte bei Fibrose-Patienten, die Abweichungen waren jedoch nicht statis-
tisch signifikant (Abb. 22 A). Dagegen zeigte die Gegenüberstellung des Gesamt-
Phosphatidylglycerol eine signifikante Reduktion der Werte bei Patienten mit sporadi-
scher IPF im Vergleich zu Patienten mit COPD und Gesunden (p < 0,05), ebenso bei 
Patienten mit fibrosierender NSIP; hier lag sogar ein p-Wert < 0,01 gegenüber den 
Werten für Patienten mit COPD und gesunden Spendern vor (Abb. 22 B).  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der Mangel an Surfactant-spezifischen PL 
mit den Defekten in der Surfactantprotein-Prozessierung bzw. mit den dramatisch re-
duzierten Proteinspiegeln an maturen hydrophoben Surfactantproteinen in Einklang zu 
stehen scheint. 
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Im Anschluss wurde die Genexpression von FAT (fatty acid translocase)/CD36 und 
CCT (CTP (Cytidintriphosphat) phosphocholine cytidylyltransferase) α in IPF-Lungen 
im Vergleich zu Donorlungen untersucht (Abb. 23). Das Vorhandensein dieser beiden 
Proteine ist von elementarer Bedeutung für die Biosynthese der PL: 
FAT/CD36 ist ein membranständiges Protein, dass die Aufnahme von Palmitinsäure in 
die alveolären Typ-II-Zellen vermittelt und so die Grundlage für die Synthese der ver-
schiedenen PL, hier vor allem des DPPC, darstellt.  
CCT α ist ein an der de novo-Synthese von PC beteiligtes und geschwindigkeitsbe-
stimmendes Enzym. Ein Mangel dieses Enzyms in der Lunge geht mit einem massiven 
Mangel an der Synthetisierung und Sekretion von PC, dem mengenmäßig im Surfac-
tant überwiegenden PL, einher. 
 
 
Abbildung 23: Genexpression von FAT/CD36, CCT α und ß-Aktin als Ladungskontrolle in 
Lungengewebe von Patienten mit sporadischer IPF (n=10) im Vergleich zu gesunden 
Spendern (n=6) 
Für die Analyse der Genexpression wurden 2 µg Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben und im Anschluss 
die PCR (30 Zyklen) mit 1/10 Volumen des cDNA-Ansatzes mit genspezifischen Primern für die angezeig-
ten Proteine durchgeführt. Gezeigt ist hier ein Gel mit aufgetrennter, gefärbter DNA (semiquantitative RT-
PCR).  
FAT = fatty acid translocase, CD = Cluster of Differentiation, CCT α = CTP phosphocholine cytidylyltrans-
ferase alpha 
X = Artefakt 
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Von beiden Proteinen wurde die Genexpression bei zehn Patienten mit sporadischer 
IPF zum Zeitpunkt der Transplantation mit der von sechs Donoren verglichen. Bei acht 
der zehn untersuchten IPF-Patienten ließ sich für beide Proteine eine massiv reduzier-
te Genexpression erkennen. Offensichtlich muss der Mangel an Surfactant-
spezifischen PL auch auf die reduzierte Expression von FAT/CD36 und CCT α zurück-
geführt werden. 
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4 Diskussion 
4.1 Prozessierungsstörungen der hydrophoben Surfactant-
proteine bei sporadischen Idiopathischen interstitiellen 
Pneumonien 
Anstoß für diese Arbeit waren neuere Erkenntnisse, denen zufolge bei Patienten mit 
familiären Formen von Idiopathischen interstitiellen Pneumonien verschiedene Mutati-
onen innerhalb des Surfactant-Systems vorliegen können. Die zuerst beschriebene 
Mutation betraf das hydrophobe SP-C [Nogee et al., 2001; Thomas et al., 2002]. Der 
Einfluss einer veränderten Surfactantzusammensetzung auf die Entstehung einer ILD 
konnte aufgrund der Entdeckung von ABCA3-Mutationen [Brasch et al., 2006; Young 
et al., 2008] sowie der beobachteten Surfactantprotein-Prozessierungsstörungen beim 
Hermansky-Pudlak-Syndrom [Guttentag et al., 2005] bestätigt werden. Andere Mutati-
onen, wie die im Gen für SP-A [Wang et al., 2009], wurden parallel zu dieser Arbeit 
gefunden und unterstützen die Annahme, dass auch Prozessierungsstörungen der 
Surfactantproteine zur IPF führen könnten.  
Es stellte sich also die Frage, ob Veränderungen in der qualitativen und quantitativen 
Zusammensetzung der Surfactantproteine auch bei Patienten mit sporadischer IPF 
gefunden werden können. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher bronchoalveoläre 
Lavageflüssigkeiten sowie Lungenhomogenate auf ihren Gehalt an den maturen Sur-
factantproteinen B und C sowie auf deren Prozessierungsintermediate hin untersucht. 
Hier ließ sich zeigen, dass die maturen Formen von SP-B und SP-C bei den untersuch-
ten Patienten mit sporadischer IPF deutlich reduziert, zum Teil sogar kaum nachweis-
bar waren. Als Erklärung konnte eine erheblich beeinträchtigte intrazelluläre Prozessie-
rung dieser Proteine aufgedeckt werden, es zeigte sich gar eine prägnante Akkumula-
tion von inkomplett prozessierten Vorstufen. So ließ sich bei fast allen Erkrankten das 
21 kDa pro-SP-C sowie die Prozessierungsintermediate des SP-B, C-pro-SP-B und N-
pro-SP-B, in auffallend hoher Konzentration im Gewebe wie teilweise auch in der BAL 
nachweisen.  
Eine Übersicht über die physiologischen Abläufe bei der Prozessierung der hydropho-
ben Surfactantproteine B und C und die pathologischen Veränderungen bei Patienten 
mit IPF und fibrosierender NSIP zeigt Abbildung 24. 
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Abbildung 24: Übersicht über die Prozessierung der hydrophoben Surfactantproteine SP-
B und SP-C bei Patienten mit sporadischer IPF und fibrosierender NSIP im Vergleich zu 
Spenderlungen [Günther, A] 
ER = Endoplasmatisches Retikulum; Golgi = Golgi-Apparat; MVB = multivesicular bodies/multivesikuläre 
Körperchen; CB = composite bodies; LB = lamellar bodies/Lamellarkörperchen; TM = Tubuläres Myelin 
 
 
Diese Veränderungen in der Zusammensetzung des pulmonalen Surfactant ließen sich 
bei einem Großteil der Patienten bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, also in 
einem frühen Krankheitsstadium finden. Die beobachteten Differenzen sind höchst-
wahrscheinlich auf einen Mangel an zwei der für die Prozessierung wesentlich zustän-
digen Enzyme zurückzuführen: Napsin A und Kathepsin H. Für Napsin A ließ sich zu-
sätzlich eine verminderte Enzymaktivität nachweisen. 
Des Weiteren wurde bei Patienten mit sporadischer IPF und fibrosierender NSIP eine 
Reduktion am Gesamtgehalt an PL sowie eine Reduktion der Surfactant-spezifischen 
Phospholipide PC und PG (letzteres statistisch signifikant) beobachtet.  
 
4.2 Konsequenzen der gestörten Surfactant-Prozessierung 
für den Alveolarraum: Die erhöhte Oberflächenspannung 
Die Hauptaufgabe von Surfactant ist die Reduktion der Oberflächenspannung an der 
Luft-Wasser-Grenze. Damit verringert es die Atemarbeit während der Inspiration und 
verhindert den Kollaps der Alveolen in der Exspiration. Ferner werden die kleinen 
Atemwege stabilisiert und ihr Offenbleiben im Atemzyklus gewährleistet. Ein großer 
Anteil an der Stabilität dieses Grenzflächenfilmes wird neben DPPC als Hauptanteil der 
PL den hydrophoben Surfactantproteinen B und C zugesprochen [Whitsett, Weaver, 
2002]. Die Beteiligung von SP-B und SP-C ermöglicht einen stabilen Surfactantfilm mit 
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den notwendigen Eigenschaften der raschen Mobilität von PL in der Dehnung und 
Kompression im Atemzyklus [Harwood 1987b; Possmayer 1991]. Zusätzlich reduzieren 
sie die Oberflächenspannung während der Kompression. 
Wie oben gezeigt, liegen bei Patienten mit IPF reduzierte Spiegel der maturen hydro-
phoben Surfactantproteine B und C vor. Daraus ergibt sich für Patienten mit IPF eine 
erhöhte alveoläre Oberflächenspannung, wie unsere Arbeitsgruppe bereits 1999 zei-
gen konnte: Während eine gesunde Lunge Werte für die Oberflächenspannung nahe 
0 mN/m in der Exspiration erreichen kann, lag der Wert bei IPF-Patienten bei 
~ 19 mN/m. Schon damals wurde vermutet, dass diese Veränderungen zu einer aus-
geprägten Instabilität der Alveolen führen [Günther et al., 1999].  
Erhöhte Werte der alveolären Oberflächenspannung konnten auch von Schmidt et al. 
bei Patienten mit interstitiellen Lungenerkrankungen gezeigt werden, die Werte um 
15 mN/m nachwiesen. Sie konnten nicht nur reduzierte Spiegel für PC und PG mes-
sen, sondern zeigten, dass vor allem eine reduzierte Menge von Palmitinsäure als ge-
sättigtem Fettsäurerest des PC mit einer erhöhten Oberflächenspannung einhergeht 
[Schmidt et al., 2002].  
Bei Patienten mit Hermansky-Pudlak-Syndrom, einer auf einer lysosomalen Transport-
störung beruhenden Erkrankung, die ebenfalls zu pulmonaler Fibrose mit UIP-Muster 
führen kann, konnten wie auch bei der IPF erhöhte Werte für die alveoläre Oberflä-
chenspannung gemessen werden [Mahavadi et al., 2010]. Ein Mangel an SP-B führt 
beim Menschen sowie im Mausmodell zu erhöhten Oberflächenspannungen um 
20 mN/m [Beers et al., 2000, Melton et al., 2003].  
Als logische Konsequenz ist bei den hier untersuchten Patienten mit sporadischer IPF 
sowie fibrosierender NSIP davon auszugehen, dass aufgrund des Fehlens Surfactant-
spezifischer PL und reifer Surfactantproteine die alveoläre Oberflächenspannung deut-
lich erhöht ist. In der Tat wurde bei Patienten mit IPF ein erhöhter intrapulmonaler 
Shuntfluss gemessen [Günther et al., 2007]. Passend zu diesen pathophysiologischen 
Überlegungen sind bei der IPF vor allem subpleurale und basale Lungenabschnitte 
betroffen. Im normalen Atemzyklus gesunder Menschen sind diese den größten relati-
ven Oberflächenveränderungen ausgesetzt, so dass hier eine physiologische 
Surfactantfunktion von besonderer Bedeutung ist und eine veränderte Zusammenset-
zung des pulmonalen Surfactant mit daraus resultierender erhöhter Oberflächenspan-
nung an diesen Lungenabschnitten zuerst auffällig wird. Diese These wird von den 
Erkenntnissen unterstützt, dass in kultivierten AECII zyklisch auftretende Scherkräfte 
die Umwandlung epithelialer in mesenchymale Zellen (epithelial to mesenchymal trans-
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ition EMT) sowie die Induktion einer pulmonalen Fibrose im Tiermodel auslösen kön-
nen [Cabrera-Benitez et al., 2012]. Zudem führen mechanische Scherkräfte, denen 
eine Zelle – und hier im Besonderen die alveoläre Typ-II-Zelle im Atemzyklus – ausge-
setzt ist, direkt zur Aktivierung von TGF-ß. Dabei ist die Freisetzung von TGF-ß effekti-
ver bei höherer Festigkeit der extrazellulären Matrix [Buscemi et al., 2011]. 
 
4.3 ER Stress und Apoptose im Alveolarepithel als patho-
physiologische Konsequenz der gestörten Surfactant-
Prozessierung 
Die frühere Therapie bei IPF, bestehend aus Steroiden und/oder Immunsuppressiva, 
führte in der Regel zu keinen messbaren Therapieerfolgen. Diese Beobachtungen, 
zusammen mit den oben beschriebenen Einblicken in die Veränderungen des Surfac-
tant-Systems, wie sie bei genetischen Mutationen bei familiären Formen von IIP be-
schrieben werden konnten, bewirkten ein Umdenken zur Klärung des Pathomechanis-
mus. Die als pathogenetisches Konzept zuvor favorisierte chronische Entzündung 
rückte in den Hintergrund, man vermutete stattdessen einen repetitiven Schaden der 
alveolären Typ-II-Zelle. Aufgrund der in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen, wei-
terer unpublizierter Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe sowie der Ergebnisse anderer 
Studien kann man schlussfolgern, dass die gestörte Surfactant-Prozessierung bei Pati-
enten mit IPF aufgrund der intrazellulären Akkumulation von SP-B und SP-C Propro-
teinen zum Stress des ER führt und daraus schließlich die Apoptose der alveolären 
Typ-II-Zelle resultiert. Hierauf soll im Folgenden näher eingegangen werden: 
ER Stress entsteht aufgrund von verschiedensten pathophysiologischen Fehlfunktio-
nen, darunter auch die bei der IPF beobachtete Akkumulation von fehlgefalteten Prote-
inen [Mulugeta et al., 2005]. Durch den ER Stress kommt es zur UPR, die die Aktivie-
rung von Chaperonen (Proteine, die die korrekte Faltung neu synthetisierter Proteine 
beschleunigen, um eine Aggregation des Proteins zu verhindern) sowie eine reduzierte 
Proteintranslation bewirkt, um eine weitere Akkumulation von Proteinen zu verhindern 
[Schröder, Kaufman, 2005; Xu et al., 2005; Lawson et al., 2008]. Wenn diese Schutz-
mechanismen nicht greifen und die Zellhomöostase nicht wieder hergestellt werden 
kann, wird die Apoptose eingeleitet, um den ungewollten und unkontrollierten Zelltod, 
die Nekrose, zu verhindern [Xu et al., 2005]. Es lassen sich mehrere Arbeiten finden, 
die einen Zusammenhang zwischen ER Stress und Apoptose der AECII als 
Triggermechanismus der Entstehung einer pulmonalen Fibrose zeigen konnten. 
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Bereits 2005 zeigten Xu et al., dass kontinuierliche Ablagerungen von fehlgefalteten 
Proteinen im ER die Zelle schädigen und Auslöser für die Apoptose sein können [Xu et 
al., 2005]. Studien an isolierten AECII konnten dies bestätigen und sowohl bei Patien-
ten mit Mutationen im SFTPC-Gen und daraus resultierender pulmonaler Fibrose als 
auch bei Patienten mit sporadischer IPF ER Stress sowie eine gesteigerte Expression 
von UPR-Markern zeigen [Lawson et al., 2008]. Lawson et al. führten ursächlich nicht 
nur fehlerhaft prozessierte Proteine an, sondern ebenso die bei der IPF überdurch-
schnittlich häufig zu findenden chronischen Herpesvirus-Infektionen, für die im Zellmo-
dell eine Induktion von ER Stress gezeigt werden konnte [Lawson et al., 2008; Isler et 
al., 2005]. Untersuchungen an Patienten mit Mutationen in verschiedenen Genen der 
Surfactantbestandteile und daraus resultierender pulmonaler Fibrose bestätigten die 
bisherigen Erkenntnisse. So zeigten Weichert et al., dass bei Patienten mit Mutationen 
im ABCA3-Transporter ER Stress entsteht und die daraus resultierende Apoptose der 
Pathophysiologie chronisch interstitieller Lungenerkrankungen zugrunde liegt [Weichert 
et al., 2011]. ER Stress entsteht hierbei auf der einen Seite durch fehlerhaft vorliegen-
des ABCA3, auf der anderen Seite aber auch durch die fehlerhaft prozessierten und 
dadurch akkumulierten Surfactantproteine. Auch Mulugeta et al. konnten dies bestäti-
gen, indem sie bei Patienten mit angeborenen Störungen im SP-C-Gen nachwiesen, 
dass die Mutation nicht nur zu fehlerhaften Proteinen führt, sondern durch Akkumulati-
on dieser Proteine ER Stress und AECII-Apoptose induziert werden können [Mulugeta 
et al., 2005].  
Unsere Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass bei Patienten mit sporadischer IPF 
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene die Spiegel proapoptotischer Proteine 
signifikant erhöht sind (vor allem ATF-4, ATF-6 und CHOP) [Korfei et al., 2008]. Dies 
ließ sich bereits bei Patienten in einem frühen Stadium der Erkrankung, bei denen Pro-
ben mittels VATS gewonnen wurden, zeigen. Sogar in histologisch noch gesund er-
scheinenden Arealen von IPF-Lungen wurde eine gewisse Induktion des pro-
apoptotischen Transkriptionsfaktors CHOP im Nukleus von AECII beobachtet [Korfei et 
al., 2008].  
Dieser ausgeprägte ER Stress scheint die Hauptursache für die beobachtete 
epitheliale Apoptose zu sein, welche der aktuellen Theorie nach den 
Triggermechanismus für die Entwicklung der Fibrose bei der IPF darstellt [Tanjore et 
al., 2012]. Der Nachweis von hohen Spiegeln proapoptotischer Proteine bereits in ei-
nem frühen Stadium der Erkrankung zeigt zudem, dass der apoptotische ER Stress im 
Alveolarepithel kein Merkmal der end-stage Erkrankung ist und damit nicht als Folge 
der fibrotischen Umbauten auftritt, sondern dessen Ursache ist.  
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Interessanterweise konnte im Mausmodell ein direkter Zusammenhang zwischen Ge-
websverletzungen und Apoptose der AECII und interstitiellen Ablagerungen von Kol-
lagen als histologisches Korrelat einer pulmonalen Fibrose gezeigt werden [Sisson et 
al., 2010]. Dies zeigt die immense Bedeutung von Schäden der alveolären Epithelzelle 
bei der Entstehung der pulmonalen Fibrose. 
 
4.4 Die ungezügelte Fibroblastenproliferation in der IPF 
In verletztem Gewebe kommt es im Rahmen des Heilungsprozesses zu einer Einwan-
derung von Fibroblasten/Myofibroblasten. Deren Aufgabe ist die Reparatur der Verlet-
zung über Bildung extrazellulärer Matrix, insbesondere Kollagen. Dieser Reparaturvor-
gang resultiert normalerweise in einer Wiederherstellung der epithelialen Integrität so-
wie der Apoptose der Fibroblasten und dient der Beendigung der Verletzung und Wie-
derherstellung der physiologischen Gewebestruktur [Desmoulière et al., 1995; Hinz et 
al., 2001]. Bei der IPF dagegen liegen genau gegensätzliche Vorgänge vor: Die Apop-
tose der alveolären Epithelzellen mit gesteigerter apoptotischer Resistenz sowie un-
kontrollierter Proliferation der Fibroblasten [Maher et al., 2010; Hinz, 2012]. Die wich-
tigste Rolle kommt hierbei den Myofibroblasten zu, die zur Kontraktion fähig sind und 
ein dichtes Netz aus Kollagen produzieren, das bis zu 30-mal fester ist als normales 
Parenchym [Hinz, 2012]. Der Ursprung der Fibroblasten kann in einer lokalen Prolifera-
tion, einer Einwanderung zirkulierender Fibrozyten [Meltzer, Noble, 2008] und, nach 
neuen Untersuchungen, in der Umwandlung von lokalen Endothel- sowie Epithelzellen 
(epithelial to mesenchymal transition EMT) [Kim et al., 2006b; Lomas et al., 2012] lie-
gen. TGF-β, das bei Patienten mit IPF deutlich erhöht vorliegt, kommt hier eine ent-
scheidende Rolle zu, so ist es beteiligt an der Differenzierung von Fibroblasten zu 
Myofibroblasten und deren Aktivierung mit gesteigerter Kollagenproduktion, es inhibiert 
die epitheliale Zellproliferation und induziert die Umwandlung von epithelialem zu 
mesenchymalem Gewebe [Hinz, 2012; Lomas et al., 2012, Willis et al., 2005]. Im Zell-
modell führte eine TGF-β- und TNF-α-Behandlung zu einer gesteigerten Aktivität ver-
schiedener mesenchymaler Marker, die eine Umwandlung von epithelialem zu 
mesenchymalem Gewebe anzeigen [Willis et al., 2005]. Zhong et al. konnten gar zei-
gen, dass ER Stress direkt zur Umwandlung von epithelialen zu mesenchymalen Zel-
len führen kann [Zhong et al., 2011]. 
Bei Patienten mit IPF liegt weiterhin die Unfähigkeit vor, ausreichende Spiegel an COX 
(Cyclooxygenase)-2 zu bilden, einem Schlüsselenzym in der Prostaglandin E2 (PGE2) 
Biosynthese [Wilborn et al., 1995; Maher et al., 2010]. PGE2 kann die Apoptose von 
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Fibroblasten induzieren und die AECII vor Apoptose schützen [Huang et al., 2009; Ma-
her et al., 2010]. Durch den Mangel an PGE2 kommt es zu einer gesteigerten Empfind-
lichkeit der alveolären Epithelzelle gegenüber der Apoptose sowie zu einer erhöhten 
apoptotischen Resistenz der Fibroblasten. Das Zusammenspiel aus der fehlenden Bil-
dung von COX-2 und damit PGE2 sowie den erhöhten TGF-ß-Spiegeln (als 
profibrotischem Marker) scheint bei Patienten mit IPF für das paradoxe Bild einer ge-
steigerten Apoptose von alveolären Epithelzellen sowie der apoptotischen Resistenz 
der Fibroblasten verantwortlich zu sein [Maher et al., 2010]. Zudem können Fibroblas-
ten und Myofibroblasten durch Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies, vor allem 
H2O2, selbst die Apoptose alveolärer Epithelzellen initiieren [Waghray et al., 2005].  
Die Anzahl der sogenannten Fibroblastennester, welche sich bei der IPF hauptsächlich 
aus Myofibroblasten zusammensetzen, hat eine wichtige prognostische Relevanz: Es 
ließ sich hierfür eine signifikante Korrelation mit der Mortalität zeigen [King et al., 2001; 
Enomoto et al., 2006; Tiitto et al., 2006]. Dies unterstützt weiterhin die Hypothese, dass 
nicht eine primäre Entzündungskomponente der Entstehung einer IPF zugrunde liegt, 
sondern epithelialer Schaden gefolgt von einer zügellosen Fibroblastenproliferation 
[King et al., 2001]. 
 
4.5 Die reduzierte Napsin A- und Kathepsin H-Expression als 
mögliche Ursache der Surfactantprotein-
Prozessierungsstörungen 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von Napsin A und Ka-
thepsin H in sporadischen Fällen der IPF signifikant reduziert vorliegt. Die Beteiligung 
bei der Prozessierung der hydrophoben Surfactantproteine B und C lässt einen Zu-
sammenhang zwischen den reduzierten Spiegeln der Proteasen und den in dieser Ar-
beit gezeigten vermindert vorliegenden maturen Proteinen vermuten.  
Die Aspartatprotease Napsin A wird vor allem in der Lunge und Niere gebildet. In der 
Lunge findet sie sich in Alveolarmakrophagen, Clarazellen und alveolären Typ-II-
Zellen, hier vor allem in den multivesikulären sowie Lamellarkörperchen [Mori et al., 
2002; Ueno et al., 2004]. Napsin A ist an der Prozessierung des hydrophoben SP-B 
beteiligt (s. Abschnitt 1.3.2). 
Die ubiquitär vorkommende Cysteinprotease Kathepsin H lässt sich in der Lunge in 
alveolären Typ-II-Zellen nachweisen [Ishii et al., 1991] und ist an mehreren 
Prozessierungsschritten von SP-B und SP-C beteiligt (s. Abschnitt 1.3.2): Bei der post-
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translationalen Modifikation des SP-B an der N-terminalen Spaltung des Proproteins 
sowie an Prozessierungsschritten am C-terminalen Propeptid. Bei der Prozessierung 
von SP-C wird Kathepsin H die erste N-terminale Spaltung zugeschrieben.  
Erste Untersuchungen von Kathepsin H bei der IPF durch Kimura et al. zeigten eine 
signifikant erhöhte Aktivität dieser Protease in der BAL von Patienten verglichen mit 
gesunden Spendern. Gleichzeitig zeigten sie eine Korrelation mit der Anzahl an neu-
trophilen Granulozyten [Kimura et al., 2005]. In unseren Untersuchungen von Lungen-
geweben beobachteten wir dagegen reduzierte Spiegel an Kathepsin H sowohl auf 
Proteinebene mittels Western Blot als auch auf mRNA Ebene bei neun bzw. zehn Pati-
enten mit IPF. Die Aktivität der Protease wurde hingegen nicht untersucht. 
Über die Protease Napsin A lässt sich in der gegenwärtigen Literatur wenig finden. 
Woischnik et al. zeigten, dass eine Korrelation sowohl der Konzentration als auch der 
Aktivität von Kathepsin H und Napsin A in der BAL gegenüber der Konzentration der 
maturen Formen von SP-B und SP-C bei der Alveolarproteinose besteht [Woischnik et 
al., 2008]. 
Im folgenden Kapitel soll geklärt werden, welche Ursachen für die Minderexpression 
beider Proteasen in der IPF verantwortlich sein könnten. Daher wird nun näher auf die 
transkriptionale Regulation von Napsin A und Kathepsin H eingegangen. 
 
4.6 Die transkriptionale Regulation der Surfactant-
Prozessierung 
Der Transkriptionsfaktor TTF (Thyroid transcription factor)-1 ist ein 43 kDa schweres, 
phosphoryliertes Protein, welches selektiv in der Lunge, im Zentralnervensystem und in 
der Schilddrüse exprimiert wird. TTF-1 liegt an Serin und/oder Threonin phosphoryliert 
vor und ist nur in der phosphorylierten Form als Transkriptionsfaktor aktiv. Bei einer 
Hypophosphorylierung konnte in Schilddrüsenzellen keine Expression der Zielgene von 
TTF-1 beobachtet werden [deFelice et al., 2003]. Über die Regulation der Genexpres-
sion von TTF-1 ist wenig bekannt, man geht davon aus, dass Glukokortikoide und 
TGF-β stimulierende, TNF-α inhibierende Effekte auf die TTF-1 DNA-bindende Aktivität 
in der Lunge haben [Boggaram, 2009].  
In der Lunge findet sich TTF-1 vor allem in alveolären Typ-II-Zellen, wo es die Expres-
sion von Genen aktiviert, die für die Lungenentwicklung und -funktion benötigt werden, 
darunter auch die der Synthese der Surfactantproteine [Boggaram, 2009], ABCA3 
[Besnard et al., 2007] und Napsin A [deFelice et al., 2003]. Dies konnten Versuche mit 
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genetisch veränderten Mäusen zeigen, in denen auf beiden Genabschnitten für TTF-1 
sieben Serin-Reste als Träger der Phosphorylierung mutiert vorlagen: Die Expression 
der bisher bekannten Zielgene von TTF-1 war signifikant reduziert, während die nach-
weisbare Menge an TTF-1 selbst sich nicht von Gesunden unterschied. Im Einzelnen 
lag die SP-A mRNA stark reduziert vor, die SP-B und SP-C mRNA waren dagegen 
erhalten [deFelice et al., 2003]. Die Menge des 42 kDa pro-SP-B Proproteins war er-
höht, was auf eine fehlerhafte Prozessierung des Proteins hindeutet [deFelice et al., 
2003]. Weiter konnten deFelice et al. zeigen, dass TTF-1 auch als Transkriptionsfaktor 
von Napsin A fungiert, denn in den Lungenhomogenaten der mutierten Mäuse lagen 
reduzierte Spiegel an Napsin A vor, und zwar sowohl die mRNA als auch das Protein 
selbst. Kleinlein et al. zeigten in einem Reifgeborenen mit Hypothyreose und respirato-
rischem Versagen eine heterozygote Genmutation von TTF-1. Die Analyse der BAL 
zeigte reduzierte Spiegel an SP-C sowie an PL [Kleinlein et al., 2011]. Neuere Unter-
suchungen zeigten, dass nicht nur Hypophosphorylierungen oder Mutationen von TTF-
1 selbst ursächlich sein können. So führte im Mausmodell der knock-out eines Trans-
kriptionsfaktors von TTF-1 und ABCA3 (Tyrosinphosphatase Shp2) zur Apoptose epi-
thelialer Zellen, fehlerhaft aufgebauten Lamellarkörperchen, reduzierten 
Surfactantproteinspiegeln und interstitieller Fibrose [Zhang et al., 2012].  
Bei den von uns untersuchten Patienten und gesunden Kontrollen lagen keine redu-
zierten Spiegel der Gesamtmenge an TTF-1 auf Proteinebene vor. Ein Mangel dieses 
Transkriptionsfaktors und daraus resultierend reduzierte Spiegel an maturen Surfac-
tantproteinen und Napsin A lässt sich für die hier durchgeführten Untersuchungen also 
ausschließen. Weitergehende Untersuchungen müssen zeigen, ob möglicherweise 
eine in dieser Arbeit nicht untersuchte Hypophosphorylierung den reduzierten Spiegeln 
von Surfactantproteinen und Napsin A als Zielgenen von TTF-1 zugrunde liegt.  
Weitere Transkriptionsfaktoren, die neben TTF-1 für eine normale Surfactanthomöos-
tase eine elementare Rolle spielen, sind C/EBP (CCAAT/enhancing-binding protein) α 
und SREBP (sterol regulatory element binding protein)-1C. Diese regulieren die 
Lipogenese, die Synthese aller vier Surfactantproteine sowie die Synthese von ABCA3 
und Napsin A. Im Mausmodell zeigte sich, dass Veränderungen in der Expression der 
Transkriptionsfaktoren TTF-1 und C/EPBα zu einer Beeinträchtigung der Lungenrei-
fung mit postnatalem respiratorischen Versagen führen [deFelice et al., 2003; Martis et 
al., 2006]. Die Deletion von C/EPBα führte dabei zu reduzierten Mengen an ABCA3 
mRNA sowie am Protein selbst [Martis et al., 2006]. Bei C/EBPα-knock-out-Mäusen 
(induzierbarer knock-out) konnte beobachtet werden, dass signifikant reduzierte Men-
gen an gesättigtem PC, reduzierte Spiegel der maturen Surfactantproteine B und C in 
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der BAL sowie Abnormalitäten in der Ultrastruktur der Lamellarkörperchen vorliegen 
[Xu et al., 2009]. Analog zu den reduzierten Spiegeln an maturen hydrophoben Surfac-
tantproteinen waren die Spiegel an Napsin A und Kathepsin H mRNA signifikant redu-
ziert. Diese Auffälligkeiten zeigten sich dabei erst nach hyperoxischen Bedingungen, 
der unter anderem oxidativen Stress auslöst [Xu et al., 2009; Zhang et al., 2004] und 
der auch für die IPF postuliert wird. Eine mögliche Erklärung hierfür ist die Beteiligung 
von C/EBPα an der Regulation von Napsin A [Xu et al., 2009] und ABCA3 in AECII 
[Besnard et al., 2007], denn ähnliche Veränderungen in der Zusammensetzung des 
Surfactant ließen sich auch bei Kindern mit angeborener ABCA3-Defizienz beobachten 
[Brasch et al., 2006].  
Andere Arbeitsgruppen konnten anhand von Genanalysen bei Patienten mit IPF eine 
Reduktion der aktiven Form von SREBP-1 und als Konsequenz aus dem Mangel an 
diesem Transkriptionsfaktor eine signifikante Herunterregulation der Zielgene des 
Lipidmetabolismus (darunter der LDL-Rezeptor, Fettsäuresynthase) zeigen. Diese 
Veränderungen waren sowohl in einem frühen Stadium als auch der end-stage Erkran-
kung zu finden [Geyer et al., 2009].  
 
4.7 Die hydrophilen Surfactantproteine A und D bei der IPF 
Die hydrophilen Surfactantproteine A und D wurden auf mRNA Ebene, SP-A zusätzlich 
auf Proteinebene untersucht. Für SP-A fanden sich auf mRNA Ebene gleiche Mengen 
bei Gesunden und bei Patienten mit sporadischer IPF, die Analyse der Proteinmengen 
zeigte jedoch eine Reduktion bei Patienten mit IPF sowohl in der BAL als auch im Lun-
genhomogenat. Bei SP-D dagegen fanden sich bereits auf Transkriptebene bei fast 
allen untersuchten Patienten reduzierte Spiegel.  
Für den Gehalt der BAL an SP-A wird eine allgemeine Reduktion dieses Proteins be-
schrieben. Frühere Untersuchungen unserer Gruppe konnten dies bereits zeigen [Gün-
ther et al., 1999]. Auch McCormack et al. beobachteten neben einer Reduktion der 
Gesamtmenge an PL eine verminderte Menge des SP-A in der BAL bei Patienten mit 
sporadischer IPF [McCormack et al., 1991]. Behera et al. zeigten zudem eine Korrela-
tion zwischen der Reduktion an SP-A und einer pathologischen Lungenfunktionsprü-
fung [Behera et al., 2002]. Andere Untersuchungen ergaben eine erniedrigte SP-A-
Phospholipid-Ratio bei Patienten mit IPF und die Korrelation einer reduzierten Radio 
mit einer schlechteren 5-Jahres-Überlebensrate [McCormack et al., 1995]. Nagata et 
al. konnten für Patienten mit IIP, insbesondere bei solchen mit UIP-Muster, zeigen, 
dass ein Mangel an SP-A in erkrankten Arealen (gekennzeichnet durch regenerative 
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Alveolarepithelzellen) mit einer schlechteren Prognose verbunden ist [Nagata et al., 
2011]. Dies deckt sich mit Untersuchungen, die eine Expression von SP-A positiven 
Zellen in Arealen mit geringerer Fibrose nachwiesen [Hinata et al., 2003].  
Die Gruppe um Phelps wies eine signifikante Erhöhung des Spiegels an SP-A auf bis 
das Doppelte in BAL und Lungengewebe von Patienten mit neu diagnostizierter und 
daher unbehandelter IPF nach [Phelps et al., 2004]. Die Gründe für diese widersprüch-
lichen Ergebnisse können in unterschiedlichen Kriterien für das Vorliegen einer IPF 
liegen, einer möglicherweise schon begonnenen Behandlung (Kortikosteroide inhibie-
ren SP-A [Hoover, Floros, 1999]), Abweichungen in der Patientenpopulation oder der 
Methodik der Untersuchung.  
Analog zu den bei uns reduziert vorliegenden SP-D-Spiegeln in der BAL und im Lun-
genhomogenat konnten auch andere Arbeitsgruppen reduzierte Spiegel dieses Prote-
ins in der Lavage von Patienten mit IPF zeigen [Hartl, Griese, 2006; Kucejko et al., 
2009]. Im Mausmodell der Lungenfibrose erbrachte ein SP-D-Mangel eine gesteigerte 
Anzahl an Fibrozyten sowie erhöhte Spiegel von TGF-β [Aono et al., 2012], beides sind 
Veränderungen, die sich auch bei Patienten mit IPF finden lassen. 
Da SP-A unter anderem an der Regulation einer pulmonalen Inflammation beteiligt ist, 
könnte ein Mangel an diesem Protein eine gesteigerte inflammatorische Reaktion 
durch eine Überproduktion inflammatorischer Zytokine bedingen und einen Progress 
der UIP zur Folge haben. Weiterhin spielen SP-A und SP-D eine herausragende Rolle 
in der lokalen Immunabwehr [Crouch, 1998; Crouch, Wright, 2001; Hartl, Griese, 2006]. 
Die Reduktion der primär als Host defence Proteine fungierenden hydrophilen Surfac-
tantproteine könnte die bei der IPF zu beobachtende Empfindlichkeit gegenüber pul-
monalen Infekten erklären.  
Die Serumwerte für SP-A und SP-D wurden in dieser Arbeit nicht überprüft, lassen sich 
in der Literatur jedoch als ein wichtiger Prognosefaktor für die Überlebensrate bei Pati-
enten mit IPF finden [Takahashi et al., 2000]. Dabei liegt bei Erkrankten ein signifikant 
erhöhter Spiegel dieser Proteine im Serum vor und höhere Serumspiegel sind mit aus-
geprägteren radiologischen Veränderungen sowie einer höheren Mortalität verbunden 
[Takahashi et al., 2000, Greene et al., 2002]. Als mögliche Gründe werden eine ver-
stärkte Sekretion durch alveoläre Typ-II-Zellen aufgrund von Hyperplasie, ein reduzier-
ter Abbau in der Peripherie oder eine erhöhte Durchlässigkeit zwischen Zelle und Blut-
bahn genannt [Greene et al., 2002; Hartl, Griese, 2006].  
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4.8 Intrazelluläre Reduktion der Surfactantphospholipide bei 
der IPF 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit sporadischer 
IPF sowie bei Patienten mit fibrosierender NSIP der Gehalt der Lunge an Gesamt-
Phospholipiden sowie an PG gesunden Probanden gegenüber signifikant reduziert ist. 
Bei PC scheint bei IPF-Patienten ebenfalls ein Mangel vorzuliegen, dieses Ergebnis 
war nicht statistisch signifikant. Ähnliche Ergebnisse publizierten Robinson et al. be-
reits 1988. Sie konnten eine signifikante Reduktion an PL in der Lavageflüssigkeit so-
wie geringere Spiegel für PG bei Patienten mit sporadischer IPF im Vergleich zu Ge-
sunden nachweisen [Robinson et al., 1988]. Im selben Jahr zeigten Honda et al., dass 
bei Patienten mit IPF der Gehalt an PL sowie PG und DPPC in der BAL signifikant re-
duziert war. Für PI dagegen fand sich eine Erhöhung. Dies wurde als Zeichen des 
Schadens von alveolären Typ-II-Zellen und/oder metabolischer Beeinträchtigung inter-
pretiert [Honda et al., 1988]. Auch McCormack et al. beobachteten eine reduzierte Ge-
samtmenge der PL bei IPF-Patienten [McCormack et al., 1991]. Unsere Arbeitsgruppe 
um Günther et al. wies 1999 nicht nur einen Mangel an SP-A und SP-B, sondern auch 
einen Mangel an PL in der BAL bei Patienten mit IPF im Vergleich zu Gesunden nach, 
wobei insbesondere PG und PC reduziert waren (letzteres jedoch nicht statistisch sig-
nifikant). Die Spiegel an PI, Phosphatidylethanolamin und Sphingomyelin waren er-
höht. Durch einen gesteigerten Proteingehalt der BAL von Patienten mit IPF ergab sich 
für die Phospholipid-Protein-Ratio eine signifikante Reduktion [Günther et al., 1999].  
Schmidt et al. konnten ebenfalls eine reduzierte Phospholipid-Protein-Ratio sowie eine 
statistisch signifikante Reduktion der PL an PC und PG bei Patienten mit IPF nachwei-
sen. Die übrigen PL waren erhöht. Bei näherer Untersuchung der Fettsäurereste von 
PC zeigte sich bei Patienten mit IPF unter anderem ein Mangel an Palmitinsäure. Ein 
reduzierter Gehalt an Palmitinsäureresten des PC korrelierte dabei mit einer erhöhten 
alveolären Oberflächenspannung [Schmidt et al., 2002].  
Auch bei der interstitiellen Pneumonie beim Hermansky-Pudlak-Syndrom finden sich 
Veränderungen in Menge und Zusammensetzung der PL. So zeigten sich reduzierte 
Spiegel der Phospholipidmenge in der BAL mutierter Mäuse, im Homogenat dagegen 
ein Anstieg der Gesamtmenge [Mahavadi et al., 2010], dies kann man auf eine gestör-
te Sekretionsfähigkeit der Zelle zurückführen. Die hier auftretende interstitielle Lungen-
erkrankung weist aufgrund ihres histopathologischen Bildes einer UIP große Ähnlich-
keiten zur IPF auf.  
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Ein Zusammenhang zwischen einer veränderten Zusammensetzung des Surfactant an 
PL und der Entwicklung einer pulmonalen Fibrose konnte bereits für Patienten mit Mu-
tationen im ABCA3-Gen, einem Lipidtransporter für Phosphatidylcholin, beschrieben 
werden. Auch diese Patienten weisen einen erniedrigten Gesamtgehalt an PC auf, 
zusätzlich noch eine erhöhte Oberflächenspannung [Garmany et al., 2006] sowie ER 
Stress [Weichert et al., 2011]. 
Eine mögliche Erklärung für die reduziert vorliegende Gesamtmenge an PL könnte die 
hier gezeigte Reduktion der Proteine FAT/CD36 sowie CCT α sein. Beide Proteine sind 
bei der Synthese einzelner Phospholipidbestandteile beteiligt, FAT/CD36 vor allem bei 
der Synthese von Palmitinsäure [Guthmann et al., 1999], CCT α bei der Synthese von 
PC [Ridsdale et al., 2001; Tian et al., 2007]. In den hier durchgeführten Untersuchun-
gen zeigte sich bei Patienten mit IPF eine massive Reduktion beider Proteine auf Ge-
nebene. Dies steht im Einklang mit vorherigen Untersuchungen, die einen reduzierten 
Gehalt der BAL an Palmitinsäure und PC zeigten [Günther et al., 1999, Schmidt et al., 
2002]. Der genaue Zusammenhang muss durch weitere Untersuchungen geklärt wer-
den, es kann jedoch vermutet werden, dass die Ursache des reduzierten Gehaltes der 
BALF an Palmitinsäure und PC bei IPF-Patienten in der reduzierten Genexpression der 
für die Synthese verantwortlichen Proteine FAT/CD36 und CCT α liegt.  
 
4.9 Die Zusammensetzung der Surfactantproteine bei         
Patienten mit fibrosierender NSIP und COPD 
Neben Patienten mit sporadischer IPF wurden auch Patienten mit NSIP (fibrosierender 
Subtyp) und COPD untersucht. Unsere Auswertungen zeigten, dass bei Patienten mit 
sporadischer, fibrosierender NSIP ebensolche Veränderungen zu finden sind wie bei 
IPF-Patienten, denn auch hier fanden sich Vorstufen des SP-B (das 42 kDa pro-SP-B, 
das 23 kDa C-pro-SP-B sowie das 19 kDa N-pro-SP-B), das mature SP-B dagegen 
war ebenso wie das mature SP-C bei fast allen NSIP-Patienten deutlich reduziert.  
Bei der COPD fanden sich keine Veränderungen in der Zusammensetzung der Surfac-
tantproteine und -lipide, sie verhielten sich analog zu gesunden Spenderlungen. Diese 
Ergebnisse stimmen mit den Resultaten von Ohlmeier et al. überein, die für die hydro-
phoben Surfactantproteine B und C im Lungengewebe von Patienten mit COPD keine 
Veränderungen nachweisen konnten [Ohlmeier et al., 2008]. Hieraus lässt sich 
schlussfolgern, dass bei Patienten mit COPD keine Prozessierungsstörungen der hyd-
rophoben Surfactantproteine vorliegen. In früheren Untersuchungen zur COPD von 
Fujishima et al. konnten reduzierte SP-A- und SP-D- sowie Phospholipidspiegel in der 
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BAL von Rauchern gefunden werden [Fujishima et al., 1999]. Eine mögliche Erklärung 
für das von uns differente Ergebnis könnten die damals untersuchten Patienten mit 
Nikotinkonsum sein. Die hier durchgeführten Untersuchungen auf nicht vollständig pro-
zessierte Proformen findet man noch nicht in der Literatur. Daher bleiben Publikationen 
zwecks Übereinstimmung mit anderen Arbeitsgruppen abzuwarten. 
Interessanterweise konnten Malhotra et al. in Lungengewebe von Patienten mit COPD 
ER Stress zeigen. Sie wiesen dabei eine Verminderung des antioxidativen Transkripti-
onsfaktors Nrf (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) nach. Hieraus resultieren 
eine fehlerhafte Regulation des Proteasoms sowie eine Herunterregulation von Protei-
nen mit antioxidativer Funktion (Peroxiredoxine, Glutathion-Peroxidase), wodurch reak-
tive Sauerstoffspezies entstehen. Diese oxidieren Lipide und Proteine, darunter auch 
das Proteasom, welches in oxidierter Form eine beeinträchtigte Aktivität mit nicht mehr 
ausreichender Fähigkeit zur Degradation aufweist. Hierdurch sowie durch oxidierte 
Proteine und Lipide selbst kommt es zum ER Stress mit allen oben bereits beschriebe-
nen Folgen (s. Abschnitt 4.3). Malhotra et al. fanden dabei eine Korrelation zwischen 
dem Ausmaß an ER Stress und der Schwere der COPD [Malhotra et al., 2009]. Dieser 
ER Stress ließ sich jedoch hauptsächlich in inflammatorischen Zellen, in Makrophagen 
und Becherzellen zeigen. ER Stress von alveolären Typ-II-Zellen wurde bei Patienten 
mit COPD nicht gezeigt. 
 
4.10  Fazit 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit IPF eine gestörte Pro-
zessierung der hydrophoben Surfactantproteine B und C, mit einer Akkumulation in-
komplett prozessierter Vorstufen, vorliegt. Dies konnte auf eine deutliche Reduktion der 
Proteasen Napsin A und Kathepsin H zurückgeführt werden und führt zum Stress des 
Endoplasmatischen Retikulums. Hieraus scheint die Apoptose der alveolären Typ-II-
Epithelzellen und die Aktivierung von Fibroblasten, mit überschießender 
Kollagenproduktion, zu resultieren. Weitere Untersuchungen wie zum Beispiel die Ge-
nerierung von Napsin A- und Kathepsin H-knock-out-Mäusen sind zum Beweis dieser 
pathomechanistischen Sequenz erforderlich. Aus diesem tiefergehenden Verständnis 
der einer Entwicklung einer sporadischen IPF zugrunde liegenden Prozesse könnten 
sich neue Therapieansätze für Patienten mit dieser fatalen Lungenerkrankung erge-
ben.  
 84  
5 Zusammenfassung 
Die Idiopathische Pulmonale Fibrose (IPF) ist durch einen progressiven Ersatz des 
normalen Lungengerüstes durch fibrotisches Bindegewebe gekennzeichnet, mit einer 
resultierenden Zunahme der alveolo-kapillären Diffusionsstrecke und einer Abnahme 
der Compliance (Dehnbarkeit) der Lunge. Klinisch kommt es hierdurch zu Dyspnoe 
und zu einer zunehmenden Einschränkung der Belastbarkeit. 
Vorausgegangene Untersuchungen bei familiärer IPF konnten Mutationen von Protei-
nen des Surfactant-Systems aufdecken, darunter Mutationen im Surfactantprotein 
(SP)-C, SP-A oder im Lipidtransporter ABCA3. In dieser Arbeit sollte daher die Regula-
tion und die Prozessierung von Surfactant-Komponenten, hier v. a. der Surfactantpro-
teine und -phospholipide, in der bronchoalveolären Lavage (BAL) und im Lungenho-
mogenat von Patienten mit sporadischer IPF gemessen und mit fibrosierender NSIP, 
COPD und gesunden Probanden bzw. Spendern verglichen werden. Die Protein- und 
Genanalysen erfolgten mittels Western Blot und Polymerase-Kettenreaktion, das 
Phospholipidprofil wurde mit dem Verfahren der Dünnschichtchromatographie (HPTLC) 
bestimmt.  
Im Vergleich zu den Kontrollen und zu COPD-Patienten konnte bei sporadischer IPF 
eine Reduktion der maturen Surfactantproteine SP-A, SP-B und SP-C in der BAL so-
wie im Lungenhomogenat dargestellt werden. Dagegen fand sich hier eine Akkumulati-
on von pro-SP-C, C- sowie N-pro-SP-B als inkomplett prozessierte Proteinvorstufen, 
und zwar zum Zeitpunkt der Diagnose wie auch der Transplantation. Korrespondierend 
hierzu konnte eine Reduktion der für die Surfactant-Prozessierung wichtigen Enzyme 
Napsin A und Kathepsin H auf Protein-, im Falle von Napsin A auch auf Aktivitätsebene 
dargestellt werden.  
Analysen der Phospholipidfraktion ergaben für die IPF und die fibrosierende NSIP sig-
nifikant reduzierte Mengen an Gesamt-Phospholipiden, Phosphatidylglycerol und auch 
Phosphatidylcholin, passend hierzu war auch die Expression der für die 
Phospholipidsynthese wichtigen Enzyme FAT/CD36 und CCT α reduziert.  
Zusammenfassend lassen sich bei Patienten mit sporadischer IPF, in gewissem Um-
fang auch bei fibrosierender NSIP, nicht aber bei Kontrollen und COPD-Patienten, gra-
vierende Veränderungen des Surfactant-Systems mit eingeschränkter intrazellulärer 
Prozessierung und gestörter Zusammensetzung nachweisen. Die Folgen dieser Stö-
rungen könnten eine Stressreaktion der alveolären Typ-II-Zelle und eine gestörte 
Oberflächenspannungsregulation in der Alveole sein und zu der Entwicklung einer 
Lungenfibrose beitragen. 
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6 Summary 
Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is characterized by a progressive replacement of the 
delicate lung scaffold by fibrotic connective tissue, resulting in an impaired gas ex-
change and decreased lung compliance. This causes dyspnea and progressive limita-
tion in exercise capacity. 
Previous studies in familial forms of IPF revealed mutations in the proteins of the sur-
factant system, among these the surfactant proteins (SP)-C, SP-A, or the lipid trans-
porter ABCA3. 
In this thesis focusing on sporadic forms of IPF, the regulation and processing of sur-
factant-components, especially the surfactant proteins and phospholipids, were ana-
lysed employing bronchoalveolar lavages (BAL) and lung homogenates and compared 
to fibrotic NSIP, COPD, and healthy subjects. Protein and mRNA analysis was carried 
out using western blotting and polymerase chain reaction. The phospholipid profile was 
evaluated by thin layer chromatography (HPTLC). 
In comparison to fibrotic NSIP, COPD, and healthy subjects, patients with sporadic IPF 
showed a remarkable reduction in the mature surfactant proteins SP-A, SP-B, and SP-
C in BAL and lung homogenate.  
In contrast, an accumulation of the incompletely processed proproteins pro-SP-C, C- 
and N-pro-SP-B was found at the time of diagnosis as well as transplantation. Simulta-
neously, a reduction of the relevant enzymes necessary for surfactant protein process-
ing, napsin A and cathepsin H, could be demonstrated. For napsin A we were able to 
proof a reduced activity level in lung homogenate. 
With regard to the phospholipid fraction, we could demonstrate a significantly reduced 
amount of overall phospholipids, phosphatidylglycerol and phosphatidylcholin in spo-
radic IPF and fibrotic NSIP. Correspondingly, we measured a reduction in the enzymes 
FAT/CD36 and CCT alpha, which are important for phospholipid synthesis. 
In summary, patients with sporadic IPF and fibrotic NSIP showed severe changes of 
the surfactant system, with impaired intracellular processing and defective composition. 
For patients with COPD and healthy subjects, no alterations in the pulmonary surfac-
tant system could be found. 
These alterations could result in a stress reaction in type II cells and a defective sur-
face tension regulation in the alveolus, further contributing to the development of lung 
fibrosis. 
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8 Anhang 
8.1 Quantitative Auswertungen 
Repräsentative und quantitative Auswertungen der Analysen der hydrophoben Surfac-
tantproteine und der an der Prozessierung beteiligten Proteasen 
 
Abbildung 25: Fehlerhafte Prozessierung der hydrophoben Surfactantproteine bei der 
Idiopathischen Pulmonalen Fibrose (IPF) [Korfei et al., unveröffentlicht] 
(a) Western Blot der BAL von Patienten mit IPF (IPFBALF, n=10) und gesunden Freiwilligen (HVBALF, n=8), 
inkubiert mit Antikörpern gegen matures SP-B und SP-C sowie pro-SP-C. Jeder Western Blot wurde auf 
einem anderen Gel durchgeführt, auf dem die gleichen Proben in der gleichen Reihenfolge aufgetragen 
wurden. Repräsentative (b) und quantitative (c) Western Blot-Analyse von peripherem Lungengewebe von 
Patienten mit IPF (IPFLTX, n=20) und COPD (n=9)sowie von Spenderlungen (HD, n=8). Inkubiert wurde mit 
Antikörpern gegen pro-SP-B, mature SP-B und SP-C, Napsin A, Kathepsin H, TTF-1 und -actin. Die 
Daten in (c) sind als densitometrisches Verhältnis des jeweiligen Proteins im Verhältnis zu -actin darge-
stellt und als Box-Whisker-Plot abgebildet (Box-Begrenzung durch das obere und untere Quartil, horizon-
tale Linie als Darstellung des Medians, die oberen und unteren senkrechten Linien bilden die Extremwerte 
ab). Für die Berechnung des pro-SP-B/SP-B Verhältnisses wurde die optische Dichte aller pro-SP-B-
Formen addiert. 
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Wie bereits gezeigt, konnten sowohl in der BAL von IPF-Patienten als auch im Lun-
genhomogenat explantierter erkrankter Lungen reduzierte Spiegel der maturen hydro-
phoben Surfactantproteine nachgewiesen werden. Zusätzlich zeigten sich unkomplett 
prozessierte Proteinvorstufen. Die an der Prozessierung beteiligten Proteasen Napsin 
A und Kathepsin H lagen im Lungenhomogenat deutlich reduziert vor. Diese Verände-
rungen sind im Vergleich mit COPD-Patienten wie auch mit Gesunden stets statistisch 
signifikant. 
 
Densitometrische Auswertung 
Zur Auswertung der Ergebnisse aus der Western Blot-Analyse wurden die entwickelten 
Filme zunächst mit Hilfe des Computer-gestützten „AlphaEaseFC Imaging System 
(San Leandro, CA)“ eingescannt. Dann erfolgte die densitometrische Auswertung der 
Bandenintensitäten mit der Computer-Software dieses Imaging-Systems. Anschließend 
wurden die erhaltenen Intensitäts-Werte in das Verhältnis zu den Bandenintensitäten 
der Ladekontrolle (ß-Aktin) gesetzt (Normierung). 
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8.2 Abkürzungsverzeichnis 
 
ABCA   ATP (Adenosintriphosphat) binding cassette Subtyp A 
AECII   Alveoläre Epithelzelle Typ II 
Ala   Alanin 
Arg   Arginin 
Asp   Asparaginsäure 
ATS   American Thoracic Society 
BAL/BALF   Bronchoalveoläre Lavage/flüssigkeit 
Ca   Calcium 
CCT α   CTP (Cytidintriphosphat) phosphocholine cytidylyltransferase α 
cDNA   komplementäre/complementary DNA 
C/EBP α   CCAAT/enhancing-binding protein α 
CO   Kohlenstoffmonoxid 
COX   Cyclooxygenase 
COPD   Chronisch obstruktive Lungenerkrankung/   
   chronic obstructive pulmonary disease  
DNA   Desoxyribonukleinsäure/Deoxyribonucleic acid 
DPLD   Diffus parenchymatöse Lungenerkrankung/   
   Diffuse Parenchymal Lung Disease 
DPPC   Dipalmitoylphosphatidylcholin 
EAA   Exogen Allergische Alveolitis 
EMT   epithelial to mesenchymal transition 
ER    Endoplasmatisches Retikulum 
ERS   European Respiratory Society 
FAT/CD 36  fatty acid translocase/Cluster of differentiation 36 
FS   freiwilliger Spender  
Gly   Glycin 
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HR-CT   hochauflösende/High Resolution Computertomographie 
H2O2   Wasserstoffperoxid 
IIP   Idiopathische interstitielle Pneumonie 
ILD   Interstitielle Lungenerkrankung/Interstitial Lung Disease 
IPF   Idiopathische Pulmonale Fibrose 
kb   1000 Basenpaare 
kDa    kilo Dalton 
Leu   Leucin 
LTX   Lungentransplantat 
Lys   Lysin 
Met   Methionin 
µg   Mikrogramm (10-6 g) 
mg   Milligramm (10-3 g) 
µl   Mikroliter (10-6 l) 
ml   Milliliter (10-3 l) 
MMP   Matrixmetalloproteinasen 
mRNA   messenger RNA 
NAC   N-Acetylcystein 
ng   Nanogramm (10-9 g) 
NSIP   nicht-spezifische interstitielle Pneumonie 
PC    Phosphatidylcholin 
PCR   Polymerase-Kettenreaktion/Polymerase Chain Reaction 
PG    Phosphatidylglycerol 
PGE   Prostaglandin E 
PI    Phosphatidylinositol 
PL   Phospholipide 
Pro   Prolin 
RNA   Ribonukleinsäure/ribonucleic acid 
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ROS   Reaktive Sauerstoffspezies 
RT-PCR  Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
Ser   Serin 
SREBP-1C  sterol regulatory element binding protein-1C 
SP-A    Surfactantprotein A 
SP-B    Surfactantprotein B 
SP-C   Surfactantprotein C 
SP-D    Surfactantprotein D 
TGF   transforming growth factor 
TIMP   Tissue Inhibitors of Metalloproteinases 
TNF   Tumornekrosefaktor 
TTF   Thyroid transcription factor 
UIP   usual interstitial pneumonia 
UPR   unfolded protein response 
VATS   Video-assistierte Thorakoskopie 
v/v   Volumen pro Volumen  
w/v   Gewicht pro Volumen 
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